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Introduction 

Chromosome behaviour in autotetraploids has received considerable 
attention since polyploidy in plants was first recognized by cytologists 
(DARLINGTON 1929, 1937; Mtntzine 1936, 1937; and StEBBrns 1950). 
Some recent cytological studies have dealt with the problem of whether 
improvement in fertility can be achieved by selection on a cytological 
basis (GILLES and RANDOLPH 1951; Morrison 1956; Hitprrr 1957; 
and McCotium 1958). Excellent general reviews of autotetraploidy in 
plants with extensive literature citations have been published by 
RAMANUJAM and PARTHASARATHY (1953) and Menta and Swamina- 
THAN (1957). 

This report deals with the cytological behaviour, emphasizing quad- 
rivalent and bivalent association at metaphase, of four induced auto- 
tetraploid cereals: wheat, oats, barley, and rye; and that of two natural 
tetraploid grasses: Hordewm bulbosum and Arrhenatherum elatius. These 
all have 4x = 28 chromosomes. The diploid forms of all but A. elatius 
were also available. In addition, a limited study was made of meiosis 
in autotetraploid flax (4x = 60) and maize (4x = 40) to see what 
proportion of the chromosomes occurred as quadrivalents. In this 
study we have considered quadrivalent frequency as related to chiasma 
formation, as related to chromosome size, and as affected by environ- 
ment. We have also compared the cytological behaviour in different 
strains of natural and induced autotetraploid species and in plants 


selected for high fertility. 
Methods 


Whole spikes or panicles were fixed in Carnoy 6:3:1 and anthers squashed in 
acetocarmine. Unless otherwise stated the material was collected from field plots. 
One series was grown in a growth chamber with constant temperature (70° F + 2°) 
and light from fluorescent tubes supplied for 18 hours a day. Rye seedlings were 
vernalized at 40°F before placing them in the chamber. 
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Results 


Avena strigosa 

Two autotetraploid strains of diploid oats, A. strigosa SCHREB., were 
studied. One strain was developed by Dr. I. Nisnryama (NISHIYAMA 
1936) and one by Dr. F. J. Zintrnsky at Ottawa in 1953. The more 
fertile lines of the Ottawa strain have been selected every year, and 
presumably a similar selection was made in Japan. The association of 
the chromosomes at first metaphase is given in Table 1, the distribution 
of the chromosomes at first anaphase and the percentage of tetrads 
with micronuclei in Table 2. The quadrivalent shapes normally found 
in autotetraploid oats have been drawn by DaRLineton (1933) and 
' Nisuiyama (1936). All quadrivalents that were not zig-zags or rings 
were scored as chain quadrivalents. Chiasma frequency, variable from 
cell to cell, averaged 28.4. Lagging chromosomes were observed at 
anaphase of both divisions along with misdivision in some cells. Seed 
set in A. strigosa, Japan, averaged 40 per cent in the field in 1958 and 
7 per cent in the growth chamber. In A. strigosa, Ottawa, seed set in 
the field in 1958 was 30 per cent and 4 per cent in the growth chamber. 
The drop in fertility of oats in the growth chamber was expected under 
the reduced light (cf. GFELLER and GoULDEN 1954). 

In 50 cells of A. strigosa (2n = 14) grown in the field in 1958, there 
were 6.2 closed and 0.8 open bivalents with an average chiasma frequency 
of 16. 


Secale cereale 


Tetra Petkus, the variety of autotetraploid rye used, was described 
in a previous paper (Morrison 1956). Originating in Germany about 
twenty years ago, this variety has undergone considerable selection for 
high fertility but no specific selection at Ottawa since it was last studied. 
Seed of Tetra Petkus 54, now three generations older, was grown in the 
growth chamber. Only limited data on meiosis (Tables 1 and 2) were 
taken. ; ; 


Hordeum vulgare 


Two strains of autotetraploid barley, B193 and B195, came from 
Professor YAMASHITA, Japan. The other strain; B192, was received as 
tetraploid Ymer, produced by Dr. Mtntzine, Sweden. The dates of 
origin are not firmly established but the three strains are approximately 
ten years old. They have been grown at Ottawa every year since 1954. 
Observations at meiosis are recorded in Tables 1 and 2. Chiasma fre- 
quency was approximately 29 per cell. Many lagging chromosomes were 
observed at anaphase, and abnormal wall formation resulted in extra 
locules in the tetrads. Fertility estimates from field material of 1958 
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were: B195 — 29 per cent, and B192—18 percent. In the growth 
chamber B193 had 52 per cent seed set. 

In 25 cells of a diploid barley variety grown in the growth chamber, 
there were 6.9 closed and 0.1 open bivalents with an average chiasma 
frequency of 17. 


Hordeum bulbosum 

Three strains of the tetraploid form of H. bulbosum L. were studied: 
B144, received from Germany, and B367 and B55 received from 
Argentina. They have been grown every year from clones or seed since 
1953. The data reported in Tables 1 and 2 were taken from material 
sampled from the field in 1956. In B367, associations of five, six, seven 
and eight chromosomes occurred in 57 cells out of 100. Twenty cells 
had pentavalents, 32 had a chain of six, and five cells had associations 
of seven or eight. These configurations averaged 3.6 chromosomes per 
cell and this amount has been included with the total quadrivalents. 
An increase in the number of trivalents also occurred. Chiasma fre- 
quency of this strain, B367, averaged at 25.4 was only slightly below 
that of the other two lines. Fertility in the greenhouse in this cross- 
fertilized species is low. Seed set in field material of 1958 varied from 
0 to 85 per cent. 

H. bulbosum (2n = 14) had an average of 6.8 closed bivalents in 
50 cells and a chiasma frequency of 15. 


Arrhenatherum elatius 

One strain of A. elatius L. was introduced from Holland, the other 
was found locally. The data on pairing and the behaviour in later 
stages are given in Table 1 and 2. Data from the Holland strain, field, 
were combined from two plants in which similar results were obtained, 
i.e., 5.0 quadrivalents in both plants. Chiasma frequency per cell varied’ 
from 24 to 30. No usable estimate of seed setting can be made because 
only a few plants were grown and this is a cross-fertilized species. In 
a count of one panicle with 47 florets, six seeds were formed. No seeds 
were produced in the growth chamber. 


Triticum monococcum 
The tetraploid plants of 7’. monococcum L. were produced in 1955 
(RasHATHY 1957). Plants with high and low fertility were selected in 
1956 and planted as single plant progeny in 1957. A random sample 
without selection was grown the next year and reserve seed of one line 
was grown in the growth chamber. The data for eleven different lines 
were combined in Table 1 because no differences existed between lines. 
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Table 1. Chromosome association in different natural and induced autotetraploid species. 
Average per cell and range in brackets 






































‘ No. : Closed i i- 
Species ot : Univalents Be an Ml nin 4 Trivalents — 5 
Avena strigosa - Ottawa 
Field 1957 50} 0.1 (O—2) | 3.6 (O—8) | 2.0 (O—6) |<0.1 (O—1) | 4.1 (1—4) 
1958 ... . | 50} 0.1 (O0—4) | 2.8 (O—6) 1.7 (O—5) |<0.1 (O—2) | 4.7 (3—7) 
Growth chamber 1958] 25] 0.2 (O—3) | 2.7 (O—6) 2.2 (O—6) 0.1 (O—1) | 4.4 (2—6) 
Means): serait. x 01 — 3.0 — 2.0 — <0.1 — 44 — 
A. strigosa - Japan 
Field 1957 100} 0.4 (O—4) | 3.2 (O—10)} 1.8 (0O—6) 0.4 (O—2) | 4.1 (1—7) 
1958 ... . {| 50} 0.2 (0—4) | 4.2 (0—8) 1.7 (O—8) |<0.1 (O—1) | 4.0 (2—7) 
Growth chamber 1958] 50|}<0.1 (O—1) | 3.7 (O—10)| 2.2 (O—8) |<0.1 (O—1) | 4.0 (1—7) 
Moan. jar 7 i cts ok s 02 — 3.7 — 19 — 01 — 40 — 
Secale cereale 
Tetra Petkus . . . | 50} 0.5 (O—4) | 5.8(0—11)} 0.8 (0O—4) 0.2 (O—1) | 3.7 (1—7) 
Hordeum vulgare 
B195, Field 1958 50} 0.5 (O—5) | 4.4(2—11)} 1.2 (O—5) 0.3 (O—2 | 3.9 (1—5) 
B192, Field 1958 50| 0.3 (O—2) | 4.8 (0—10)} 1.4 (O—4) |<0.1 (O—2) | 3.8 (1—7) 
B193, Growth cham- 
ber 1958. . . . . | 25) 0.1 (O—1) | 4.4 (0—9) 1.1 (O—4) 0.1 (O—1) | 4.1 (1—7) 
Mean’: i.e. baits. 216. 0.38 — 45 — 12 — 01 — 8.9 — 
Hordeum bulbosum 
a ee gs ee 50; — — 3.8 (O—8) |<0.1 (0O—2) —_-_ — 5.0 (3—7) 
SS reer eee a 50/<0.1 (O—1) | 6.6 (O—14)/|<0.1 (O—2) |<0.1 (O—1) | 3.6 (3—6) 
CSS Ly (eae ee mae ta ie 100} 0.3 (O—4) | 5.8 (O—12)| 0.5 (O—3) 0.6 (O—4) | 3.4 (1—7)? 
1) FE re ale Peete 01 — 54 — 0.2 — 0.2 — 40 — 
Arrhenatherum elatius 
Holland, Field 1958 | 75}; — — 3.6 (O—10)| 0.2 (O—2) —_- — 5.0 (2—7) 
Growth chamber 1958} 50; — — 3.3 (O—6) 1.3 (O—5) —- — 4.7 (3—7) 
Ottawa, Greenhouse 
BOOS oc See 25|<0.1 (O—1) | 4.5 (O—10)} 0.2 (0O—1) |<0.1 (O—1) | 4.6 (2—7) 
Mean the Sor —_ — 3.8 — 05 — —_- — 48 — 
Triticum monococcum 
Field 1958 .. . . |225) 0.1 (O—2) | 3.4(0—8) | 0.4 (0—38) 0.1 (O—2) | 5.0 (1—7) 
Growth chamber 1958} 35} 0.2 (OQ—2) | 2.8 (0—7) | 0.4 (0O—3) 0.1 (O—2) | 5.3 (83—7) 
Mean: 35 .sjs0 se 0.2 — 1 — 04 — 01 — 5.1 — 








1 Data on zig-zags, rings, and chains available. 
? Higher associations of 5—8 representing a total of 3.6 chromosomes or 0.9 quadrivalents. 


The average configurations were 2.3 zig-zags, 1.0 ring, and 1.7 chain 
quadrivalents. Observations at other stages of meiosis are given in 
Table 2. Development in the growth chamber was not uniform, only 
a few anthers fully matured and no seeds were obtained. In the previous 
season when six plants were grown in the greenhouse, only four seeds 


were obtained. 


In a diploid plant from the field, 6.5 closed and 0.5 open bivalents 
were observed with an average chiasma frequency of 16.5. 


— 
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Table 2. Chromosome distribution at first anaphase, and frequency of micronuclei 
in different natural and induced autotetraploid species 


























Distribution of chromosomes 
at first anaphase Tetrads 
Species Cells with | Tuolel 
re othe 
14 +14] 13 +15] Others |°% 7" 4g 
% % 
Avena strigosa Ottawa ...... 24 22 4 52 18 
A. strigosa Japan. . ....... 15 a 4 44 26 
Triticum monococcum. ...... 129 32 9 24 18 
OCU CAPONE 6 uo 5856. leis), Be! aR 31 9 2 27 23 
Hordeum oulgare.. .. . . . . +.5 6 26 i! iz 35 49 
GRMN ee ng oe oe 8 Res 90 4 6 10 4 
Arrhenatherum elatius Holland . . 84 6 — 6 9 
A Claivus: Offawa...) sis anne 18 7 1 30 12 


Linum species 

Tetraploid forms of L. usitatissimum L. ev. Repwoop, and L. mar- 
ginale A.CunN (4x = 60) were produced by Dr. A. G. PLESSERS at 
Ottawa in 1954. Observations of pairing at first metaphase were made 
from material grown in 1956. Ten cells at first metaphase in each plant 
were scored. The average number of quadrivalents was 11.5 with a 
range from cell to cell of 9—14. Chiasma count in the small chromosomes 
was not practical. 


Zea mays 
Meiosis in a tetraploid form of Zea mays L. (4x = 40), of unknown 
origin grown in England in 1952, was studied from permanent slides, 
The average association was 3.8 closed and 0.7 open bivalents, with 
7.8 quadrivalents. The range of quadrivalents was 5—10; zig-zags. 
chains, and rings were seen. One cell out of 25 had a trivalent plus a 
univalent. 


Discussion 

The most striking aspect in an analysis of chromosome pairing in an 
autotetraploid plant is the variability that occurs from cell to cell as 
to the number of bivalents and quadrivalents formed. Accompanying 
the variability of chromosome associations is a variability in number 
of chiasmata. In all plants studied, chiasma frequency in the tetraploid 
form never equalled twice that of the diploid from which it was derived. 
This drop in number arises because there are usually only four chiasmata 
for each zig-zag, ring, and open chain quadrivalent, and the equivalent 
number as bivalents would be five or six. Chiasma frequency cannot be 
equated to any structure because occasionally interstitial chiasmata 
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occur: three chiasmata could represent a chain quadrivalent, a trivalent, 
or a bivalent. Because the chromosomes as seen at first metaphase 
are held together by chiasmata, we can conclude that the variability 
of bivalent or quadrivalent association is directly caused by the varia- 
bility in chiasma formation, but to go further and correlate frequency 
with quadrivalent formation is meaningless. 

In the autotetraploids, pairing of homologous chromosomes was not 
restricted to any great extent. Only occasionally were trivalents and 
univalents found. Some information about the maximum amount of 
pairing that can occur in a cell comes from the analysis of H. bulboswm, 
B367. Here, an interchange caused the association of eight chromosomes 
but this occurred only four times in one hundred cells. The majority 
of cells, with multivalents higher than four, had fives or sixes. This 
is a considerable reduction from the full potential of eight. Observations 
of pairing in an octoploid of these grasses and cereals might reveal 
some interesting data on maximum pairing rate in cells. 

Pairing association in diploids has been related to the number of 
pairing blocks (DARLINGTON and MaTHER 1933) and thus to the size 
of the chromosomes (DARLINGTON 1937). It has been assumed (see 
GILLES and RANDOLPH 1951) after Kostorr (1940), that in autotetra- 
ploid. plants with small chromosomes there are fewer quadrivalents 
than in plants with large chromosomes. CHiN (1943) supposed that 
the difference between his samples of autotetraploid rye and barley 
was caused by chromosome length. In our opinion the differences in 
size between the chromosomes of the cereals and grasses studied for 
this experiment are not great enough to use for such a comparison. 
For this reason, data on pairing in flax and corn were included. The 
results, especially in the Linum species, show that small chromosomes 
form as many, or more quadrivalents than larger ones (Fig. 1). In 
cereals and grasses about 60 per cent of the chromosomes form multi- 
valents (see also estimate for oats by DaRLineTon 1933), in flax with 
small chromosomes over 70 per cent, and in maize 75 per cent of the 
chromosomes are associated as multivalents. Theses figures are similar 
to the results obtained for other plants with small chromosomes: Antir- 
rhinum (SPaRRow et al. 1942), and Trifoliwm (ARMSTRONG and ROBERT- . 
son 1956). 

The environment — actually temperature — exerts considerable 
influence on chiasma formation and thus on pairing (cf. review in Swan- 
SON 1957). It has been suggested by several workers (GiLLES and Ran- 
DOLPH 1951; Morrison 1956; and MyrErs and Hitt 1942) as being the 
cause of the variability between samples of tetraploids. Our results, 
agreeing with McCoLLum (1958), indicate that perhaps the effect of 
environment has been overstressed, especially within the limits of 
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normal growing temperatures, because no significant differences were 
established between material collected from the field in 1957, the field 
in 1958, and plants grown in the growth chamber. 

No significant differences occurred between lines or forms of the 
autotetraploids with regard to the formation of bivalents, trivalents, 
and quadrivalents. This means that the variability is small — a con- 
dition that is quite obvious from a study of the data. The results for 
the two forms of A. strigosa are very similar; there is as much variation 
between years as between forms. Only small differences were observed 
in the three varieties of H. vulgare, and the two forms of Arrhenatherum. 
In one strain of H. bulbosum, B367, configurations higher than four 
occurred but the plant was probably heterozygous for an interchange. 
Twelve different lines of 7’. monococcum, selected for differences in 
fertility were not significantly different (7? = 5.20, P=0.99). The forms 
of the various autotetraploids are from different sources and there 
is no doubt that they have a different origin. We are left to conclude 
from our data that differences do not exist between the autotetraploid 
forms of the species. This is contradictory for published results in 
Dactylis glomerata (MyERs and Hiiu 1942; and Jonzs 1958). 

A priori there should be no difference between forms unless gene 
action plays a specific part in the shaping of configurations and the 
forms have different genes. Dependent as it is upon chiasma formation, 
which is variable from cell to cell and probably random in its distribution, 
quadrivalent formation should be the same in different forms as long 
as the original diploid (or diploids) had the same basic karyotype and 
the same chiasma frequency. Pairing — chiasma frequency — has 
been shown to vary in inbred rye strains (REES 1955) and genetic control 
of desynapsis has also been demonstrated (PRAKKEN 1943). There is, 
therefore, not much disagreement over the general hypothesis that genes 
are involved in pairing. It does not follow, however, that genetical control 
governs the formation of a certain number of bivalents and quadri- 
valents and we would be loathe to say that the difference between two 
strains, with means in quadrivalent frequency of 4.8 and 3.8 respectively, 
was genetical. 

This leads us to a broader consideration: are there differences between 
species ? In the species of grasses and cereals studied, the chromosomes 
of the diploids are of approximately the same size — rye probably has 
the largest — and the chiasma frequency varies from 16 to 20. No species 
has strongly localized chiasmata, terminalization is the rule, and typical 
bivalents, drawn for any one species, would be representative of any 
other species (Fig. 1, p. 305). In the autotetraploids, quadrivalent shapes 
are similar and chiasma frequencies vary from 24 to 31. McCoLLuM 
(1958) pointed out that the probability of quadrivalent formation was 
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the same from one set of four chromosomes to another in the auto- 
tetraploid Dactylis glomerata because the distribution of cells with 0, 
1, 2...7 quadrivalents followed the binomial expansion. In our analysis 
the distribution followed the binomial expansion in all the autotetra- 
ploids, with a minor exception in 7’. monococcum. 

With all these similarities of behaviour in diploids and the derived 
autotetraploids, the differences between genera should be small unless 
gene control, which must be considered as being different on a generic 
level, specifically prevents some type of quadrivalent formation or 
affects pairing so that bivalents are favoured over quadrivalents. No 
major differences were found in our analysis (7? = 5.27, P = 0.99). 
Therefore in this experiment we were not able to demonstrate major 
differences with regard to bivalent and quadrivalent formation between 
“new” and ‘‘old” or between natural and induced autotetraploids. Tri- 
valents and univalents in the two natural autotetraploids were slightly 
less frequent than in the induced forms. 


It is significant that in this study there was no evidence for a pro- 
gression towards diploidization in any of the six autotetraploids. This 
contradiction of a general theory supports previous studies of MoRRISON 
(1956) and the work of Jonzs (1958) who claimed there was ‘Nothing 
to support the ‘shift’ to bivalent formation through a process of gradual 
chromosomal differentiation’’. It does not rule out the possibility, how- 
ever, that gene mutation could cause diploidization. 


For a further comparison of species, data from other authors have 
been compiled (Table 3). With one or two exceptions we see that in 
most cytological studies of autotetraploids with 4x = 28 chromosomes, 
a mean of approximately four quadrivalents was obtained. Deviations 
from this are most likely attributable to sampling error, or to personal 
judgment of clumped or crowded chromosomes at meiosis. 


While there were no major differences between species at first meta- 
phase, noticeable differences in the behaviour of the chromosomes at 
other stages are recorded (Table 2). Unequal anaphases of 13 to 15 
can be caused by the random distribution of univalents, or by unequal 
disjunction of the chromosomes in quadrivalents or trivalents. In our 
data the frequency of zig-zags, rings, and chains had no obvious con- 
nection with abnormal disjunction at first anaphase. Micronuclei in 
tetrads are directly traceable to the presence of univalents at first 
metaphase. The two natural autotetraploids, H. bulbosum and A. elatius, 
had the lowest frequency of unequal anaphases and the lowest frequency 
of tetrads with micronuclei. If we consider that induced autotetra- 
ploids are unstable in any way then it is likely that with this instability 
there would be more cells where chromosomes would lag. 
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Fig. la—f. First. metaphase in some autotetraploids x 1000. a Linum usitatissimum, 
gil 111V, b Arrhenatherum elatius, gil 31V, 2 rings, 3 zig-zags. c Hordeum bulbosum, gil 
5lV, 2 rings, 3 zig-zags. d Hordeum vulgare, gil 4lV, 3 rings, 1 chain. e Triticum mono- 


coccum, gil 6lV, $ rings, 3 zig-zags. f Avena strigosa, (iV, 4 rings, 3 chains 
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Table 3. The reported frequency of quadrivalents in some autotetraploids (4x = 28) 
in Gramineae 






































x No. of 
Species ’ _ quadrivalents Author 
12 3.6 Peto (1936) 
23 3.8 CAUDERON (1956) 
Hordeum vulgare. . . . 82 3.0 Tsucuiya (1957) 
23 a1 Daviess (1958) 
— 1.9 SmitH (1958) 
21 NS CuIn (1943) 
69 2.4 Pao and Ltr (1948) 
Secale cereale ..... 58 3.9 Mtnrzine (1951) 
100 3.9 Morrison (1956) 
-—— 1.3 HIbpPert (1957) 
248 4.6 Bere (1936) 
21 4.2 Cutn (1943) 
Hordeum bulbosum . . . a 3.0—4.0 LEIN (1948) 
50 4.1 CauUDERON (1956) 
120 4.7 Daviess (1958) 
50 3.7 MUtntzine (1937) 
1404 3.9 Myers and Hixt (1942) 
Dactylis glomerata . . . ca. 444 3.6 Myers (1943) 
: — 3.0 JONES (1958) 
5433 3.5 McCotivum (1958) 
Arrhenatherum elatius . 176 3.8 Myers and Hitt (1940) 
. —_— 4.0 Myers (1954) 
Lolium perenne { ci 3.0 Essap (1957) 
Agropyron cristatum . . 69 3.7 Myers and Hitt (1940) 
Agrostis canina .... 307 2.7 JONES (1956) 


Because all the induced autotetraploids are from grain plants, the 
problem of selection for fertility is of considerable agricultural impor- 
tance. Some workers have suggested that a selection from artificial 
tetraploids having a high frequency of regular cells will be high in fer- 
tility, and others have implied that the more fertile lines have more 
bivalents and fewer quadrivalents. A comment on one report is neces- 
sary. GILLES and RanpoLpH (1951) found a difference of 1.01 quadri- 
valents between high and low-fertility lines of inbred autotetraploid 
maize. Both strains were grown in one year but one had been selected 
for more fertile plants over ten generations. They concluded that this 
example showed that continued selection for fertility had resulted in a 
drop of quadrivalent frequency and that autoploids which form multi- 
valents with a relatively high frequency at the time of their origin 
may shift to the bivalent type of synapsis. In their data, 21 percent 
of the cells in the low-fertile line had ten quadrivalents, in the high- 
fertile line none had ten. This is improbable on a random basis. There 
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are two other experiments in the same maize material in which no 
differences were found between lines inbred for eight generations (see 
RanpoupH 1941). Our limited result for maize was an average of 
7.8 quadrivalents. This agrees with other workers, is mid-way between 
the high and low-fertile lines studied by GILLES and RanDotpH (1951) 
and is probably close to the mean expected in any autotetraploid line 
regardless of the fertility. 

Our experiment in 7’. monococcum was started to see if selection for 
fertility was accompanied by any change in pairing behaviour. Fertility 
varied greatly in different years, within one year, and in different 
conditions, yet the cytological results were quite within the limits ex- 
pected. The data for species also show that quadrivalent formation 
and fertility are not related because while there are major differences 
in fertility there are only minor deviations in the number of quadrivalents 
and bivalents formed. That fertility is probably under genetical control 
is not a new assumption (see reviews). It seems improbable from our 
results that a cytological selection is of any great value in the search 
for high-yielding autotetraploids. 


Summary 

The cytological behaviour, with emphasis on quadrivalent and 
bivalent formation at metaphase, was studied in four autotetraploid 
cereals: wheat, oats, barley, and rye, and in two grasses: Hordeum 
bulbosum, and Arrhenatherum elatius. 

1. Chiasma frequency of the autotetraploids was less than twice 
that of diploids. No definite correlation relating chiasma frequency to 
the number of quadrivalents could be established. 

2. In flax and maize, plants with small chromosomes, over 70% of 
the chromosomes were associated as quadrivalents. This value is 
slightly higher than the average for the cereals and grasses. 

3. The effect of the environment, compared for two different growing 
seasons and one trial in a growth cabinet, was not found to be significant 
on chromosome associations. 

4. With one exception in H. bulbosum, no differences in pairing be- 
haviour within a species were demonstrated. The strains had different 
origins, and the colchicine-induced autotetraploids, differed in number 
of generations that had been grown since the time of their production. 

5. A mean of 4.3 quadrivalents per cell was found for the six species 
and no species differed significantly from this value. There were, there- 
fore, no major differences between the natural and the artificially pro- 
duced autotetraploids. There was no evidence to indicate a trend 
towards bivalent formation in any of the autotetraploids. 
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6. Autotetraploids of some species had more seed set than others. 
Lines of 7’. monococcum with high and low fertility were selected. Be- 
cause the amount of quadrivalent formation was the same in all lines 
it was concluded that genetical control and the impact of the environment 
affected the fertility more than irregularities of meiosis. 
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INDUCED NEO-CENTRIC ACTIVITY IN CHROMOSOME ENDS 
By 
H. K. Jain 
With 3 Figures in the Text _ 
(Received March 26, 1960) 


Normally in perennial rye grass (Loliwm perenne) the seven bivalents 
at metaphase show a high degree of condensation and fully co-orientated 
centromeres which bring about regular anaphase separation. A number 
of plants of one particular clone however, grown in pots and subjected 
to high temperature treatment of 33+ 2°C. in a thermostatically con- 
trolled heat chamber for 86 hours immediately before fixation, showed 
a complete breakdown of these processes in nearly 20% of the pollen 
mother cells in several of their spikes. In these the bivalents while still 
at the diplotene stage have their further development arrested, at least 
temporarily, and become arranged on a precociously formed metaphase 
plate. This out of step metaphase condition in the nucleus is evident not 
only from the uncondensed state of the chromosomes but also from the 
presence of a normal-sized nucleolus which in the control material dis- 
appears before the spindle is formed. The metaphase arrangement of 
the chromosomes more-over is not achieved through the functioning of 
the true centromeres which remain quite passive; it is the chromosome 
ends which apparently become actively mobile and bring about the 
premature movement. Thus many of the bivalents are seen with their 
terminal or sub-terminal chiasmata co-orientated with respect to each 
other (Fig. 1). In most of the affected cells, the chromosomes also show 
stickiness and lie in a clumped condition on the metaphase plate, often 
with their ends stretched between the poles (Fig. 2). 


_ The co-orientation of the terminal parts of the bivalents instead of 

that of the centromeres, as expected, does not permit regular anaphase 
separation. The chromosomes break at some point along their length in 
the manner of a dicentric (Fig. 3); the fragments eventually forming 
restitution nuclei. No viable pollen grains are obtained. 


The ability of chromosome ends to display at metaphase a behaviour 
suggestive of centromeric activity has been reported by several authors 
in a number of plants including rye (PRAKKEN and Minrzine 1942; 
Ress 1955), maize (RHoaDES and VILKOMERSON 1942), and Bromus 
(WaLTERS 1952). Unlike in these plants, in Loliwm the centric reaction 
manifests itself at a much earlier stage and with a far stronger intensity 
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as a result of which the cell division is drastically affected. The ends take 
up their active function at diplotene when the true centromeres are not 
yet active and because of 
this, the ends are able to 
assume a dominant réle. In 
the above mentioned plants 
on the other hand, neo-cen- 
tric activity does not become 
apparent until prometaphase 
or later when the primary 
constrictions are sufficiently 
active to override it. 

The induced neo-centric 
activity indicates that the 
centromere is not essentially 
different from some of the 
other chromomeres which can 
be made to take up its func- 
tion. Dartineton (1947) has 
suggested that the special 
properties of centromere are 
due to its starvation of nuc- 
leic acid. It is perhaps sig- 
nificant that the abnormal 
behaviour of the ends in 
Lolium is found to be asso- 
ciated with stickiness of chro- 
mosomes — an irregularity 
attributed by some authors 
to depolymerisation of DNA. 








Figs. 1—3. Pollen-mother cells. Car- 
noy-acetocarmine squashes. Fig. 1. 
PMC showing co-orientation of the 
terminal parts of diplotene bivalents 
precociously arranged on a metaphase 
plate. The rucleolus can also be seen 
at the left side of the plate. x 2315. 
Fig. 2. Stickiness and stretching of 
chromosome arms in an affected cell. 
x 1945. Fig. 3. Fragmented bivalents 
following unsuccessful anaphase sepa- 
ration. The continued orientation of 
the sub-terminal chiasma in the biva- 
lent at 1 o’clock is characteristic. 
xX 2375 3 





Finally, the premature congression and ‘‘co-orientation” of chromosomes 
appear to be of considerable interest in relation to the still largely unknown 
mechanism involved in the establishment of the metaphase configuration. 
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These observations formed part of studies undertaken at the Department of 
Agricultural Botany, University College of Wales, Aberystwyth; I am grateful 
to Prof. P. T. Tuomas for helpful suggestions. 
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STUDIES ON THE CONTROL OF MITOTIC ACTIVITY 
THE USE OF COLCHICINE IN THE TAGGING OF A SYNCHRONOUS 
POPULATION OF CELLS IN THE MERISTEM OF PISUM SATIVUM* 
By 
J. Van’t Hor**, G. B. Witson and Astrip Coton *** 
With 5 Figures in the Text 
(Received April 16, 1960) 


I. Introduction 


To the experimentalist, the advantage of being able to work with 
a synchronous population of dividing cells is quite obvious. The question 
of inducing such populations as well as making use of similar natural 
populations has been explored by many investigators. The greatest 
degree of success in inducing synchrony has been attained in work with 
micro-organisms (see CAMPBELL 1957), such as Tetrahymena (ScHER- 
BAUM and ZEUTHEN 1954), Amoeba (JAMEs 1959), and bacteria (HUNTER- 
Szypautska, SzyBALska and DELAMATER 1956). Certain cellular popu- 
lations are more or less synchronous under reasonably natural con- 
ditions; for example: cleaving eggs of Echinoderms and amphibians, 
primary spermatocytes in animals, and microspore mother cells in plants. 
These several kinds of material have been used for a variety of physio- 
logical and cytological studies by many investigators (CASPERSSON 1939, 
HEILBRUNN 1956, Mazia and Dan 1952, Mosks and Taytor 1955, 
Sparrow and Sparrow 1949; Witson, Sparrow and Ponp 1959). 
All of them, however, have a number of disadvantages with respect 
to studies on the mitotic cycle. 

In any tissue which has a large population of dividing cells, a certain 
proportion must be considered to be reasonably well synchronized through 
several divisions. If such a population can be marked so as to make it 
distinguishable from the rest of the cells in the tissue, then this population 
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can be used for studies concerned with the mitotic cycle. From our 
studies of the colchicine reaction (HADDER and Wixson 1958), as well 
as those of others (Evans, Neary and Tonxinson 1957), it seemed 
likely that such marking would be possible. For example, if one could 
create a small population. of tetraploid cells in a limited time, these 
cells or some portion of their progeny should be recognizable as they. 
pass through several] successive mitoses. This paper is concerned with 
the problem of translating theoretical expectation into practice. 


The general technique has been to expose the primary root of young pea 
seedlings, for limited times, to certain concentrations of colchicine. The treated 
seedlings were washed and then transferred to nutrient solutions and sampled 
at frequent intervals. During all experiments, the temperature was 22.5°C. Samples 
were scored, first of all, for the degree of colchicine effect (HADDER and WILSON 
1958), and at a later time, for frequency of tetraploid figures. If synchrony is 
achiéved, the number of dividing tetraploid cells increases to a maximum and then 
decreases to a minimum as the marked population passes through successive mitotic 


cycles. 
Acknowledgement. The authors are indebted to Mr. P. G. CotemeEn for the 


preparation of the plates used in the present paper, to Mr. L. V. LzaK and Mr. 
P. van Drea for their experimental assistance, and to the Ferry-Morse Seed 
Company for continually supplying them with the pea variety used in this work. 


II. Experiment and observations 
1. Reaction time 

Reaction time is defined as that period of time during which chromo- 
some configurations (scattered and/or clumped post prophase) leading 
to tetraploidy are observed in significant numbers. The degree of syn- 
chrony is to a large extent determined by reaction time, which is governed 
in turn by the duration of treatment and colchicine concentration. 
Various experiments carried out in this laboratory, largely by Drs. 
Bowen, Hyypio, and HappER, as well as pilot experiments during the 
present studies, set certain limits with respect to reaction time. Ideally, 
the duration of treatment should be as short as is consistent with both 
a rapid rise and a rapid recovery from colchicine effect. Exposure of 
more than one-half hour is undesirable since the rate of recovery is 
decreased with an increase in treatment time. The general approach 
has been somewhat empirical. So far as current experiments have gone, 
a number of trials have indicated that the one-half hour treatment 
constitutes a reasonable compromise between degree of effect and rate 
of recovery. Shorter treatments appear to require such large concen- 
trations of colchicine that recovery is unduly slow. With regard to the 
concentration of colchicine, we can be less specific, since we have found 
that different batches of the drug produce far from uniform response 
at the same concentrations. It has also been noted that colchicine solu- 
tions must be made just before use, as they lose a portion of their effec- 
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tiveness very rapidly, even when refrigerated. Several experiments were 
carried out in an attempt to find the optimal concentration of colchicine 
which produced the shortest possible reaction time. Fig. la illustrates 
the results of the most extensive of the experiments mentioned above. 
As indicated in Fig. 1b, with duration of treatment constant (one-half 
hour), there is a general correlation between the concentration used 
and the over-all reaction time. So far as we have been able to determine, 
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Fig. 1a and b. a The change in degree of effect after 30 minute treatment with different 

concentrations of colchicine. Curve A, 6.26 x 10-*M. Curve B, 5.63 «10-*M. Curve C, 

5.0 x 10-4 M. Curve D, 4.38 x 10-*M. Curve E, 3.76 x 10-*M. b Relation between poly- 

ploid index and colchicine concentration; duration of treatment is 30 minutes. Curve 4, 

6.26 x 10-*M. Curve B, 5.63 x 10-*M. Curve C, 5.0 x 10-*M. Curve D, 4.38 x 10-4 M. 
Curve EZ, 3.76 x 10-4 M 


it will be difficult, if not impossible, to obtain reaction times of less 
than four hours. Any treatment can be assayed by scoring for colchicine 
effect at two, four and six hours. A treatment, to be successful, should 
show high effect at two hours and low effect by four or six hours, at 
the latest. In this respect, the most successful treatment, in the experi- 
ment illustrated, was with 3.76 x 10-4 M. colchicine. 


2. Characteristics of the tetraploid population 
Scoring the number of dividing tetraploid cells at successive time 
intervals poses some problems. We have tried several methods, the 
simplest and most accurate of which appears to be the number of tetra- 
ploids per 1000 cells, which we define as the polyploid index. 
Fig. 1 b shows that there is a general correspondence between reaction 
time, colchicine concentration, the number of tetraploid cells produced, 


and the distribution of the tetraploid population in time. For practical 
22* 
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purposes, the size of the tetraploid population must be large enough to 
make scoring feasible. Furthermore, the marked population must be 
distributed so that most of the marked cells divide at the same time. 
Such synchrony would enable us to say with a fair degree of certainty, 
at any given moment, that most of the tetraploid cells are in some 
particular segment of the total mitotic cycle. For example, it should 
be possible to say at four hours after the peak colchicine effect, that 
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Fig. 2. The change in polyploid index with time. J first division, JJ second division, and 
III third division of the tetraploid population. Population marked with 30 minute 
treatment of 3.76 x 10-4 M. colchicine 


most of the tetraploid cells are in early interphase, or at eight hours, 
that most marked cells are in late interphase. Fig. 1 b shows that marking 
with 3.76 x 10-4 M. colchicine for one-half hour fulfills the requirements 
mentioned above. 


Results of a number of experiments, including those reported in this 
paper, show that the majority of tetraploid cells divide every 12 hours. 
This indicates that the average mitotic cycle time is of the order of 
12 hours. The synchrony of the marked population is not maintained 
indefinitely. Indeed, we estimate that no useful synchrony is left after 
three or four mitoses. Results of one of the more extensive experiments 
carried out are shown graphically in Fig. 2. In this case, treatment was | 
for one-half hour with 3.76 x 10-4 M. colchicine, and the marked popu- | 
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lation followed through three complete divisions. The results show that 
the average time between polyploid index maxima is consistently 12 hours. 
As the cells divide repeatedly, however, the marked population becomes 
diffuse and we estimate that by the sixth division most of the syn- 
chrone would be lost. The first division after marking (J in Fig. 2) 
shows that the tetraploid population is spread over a six hour period. 
The second division (JJ in Fig. 2) after marking, indicates the population 
is spread over a period of eight to ten hours. By the third division 
(III in Fig. 2), the population is spread over 12 hours. This increase 
in spread, presumably, is an index of loss of synchrony. There is, never- 
theless, little doubt that the first and second divisions after marking, 
may be used for reasonably refined experimentation with respect to 
differential physiological susceptibility of the several different segments 
of the mitotic cycle (WiLsoN and Morrison 1959). 


3. Some preliminary tests 


In order to determine whether the system described could be used in 
practice, some preliminary tests have been carried out. Again, from 
previous work in our laboratory, we were aware that short treatments 
of the order of 15 minutes with low molarities of actidione, rapidly 
reduced mitotic activity to near zero, and this activity was restored 
with time. Because of this knowledge, we elected to treat our tetraploid 
population at different times to see if we could measure the delay of 
reappearance of the population into active mitosis. In an initial experi- 
ment, control roots, and those which had received the colchicine, were 
treated with 2.52 x 10-5 M. actidione, and the change of mitotic index 
was plotted. (Mitotic index is the number of dividing cells per 1000 cells.) 
If the two curves were the same, we could assume, reasonably, that 
colchicine treatment did not affect the action of actidione in general. 
Previous experiments (HaDDER, unpublished) had already indicated 
that the effects were mutually exclusive. As shown in Fig. 3, this con- 
clusion seems to be justified. 


In a second experiment, roots which had been treated with 5.01 x 
10-4 M. colchicine were treated with 2.52 x 10® M. actidione for 15 minutes 
at four hours after the initiation of the colchicine reaction and the time 
of appearance of the tetraploid population in the next mitosis deter- 
mined. This time was compared with a non-actidione treated control. 
The actidione treatment as shown in Fig. 4, delayed the appearance of 
tetraploid cells in division by about five hours. The total number of 
tetraploid cells appeared to be a little less than control. This cannot 
be considered too seriously at present,and is in part explained by the 
fact that treatment at four hours eliminated some of the potential tetra- 
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ploidy by reducing the number of dividing cells while the colchicine 
effect was still significant. Similar actidione treatment of our marked 
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Fig. 3. Effect of actidione on the mitotic index. Curve A, 3.76 x 10-4M. colchicine for 
30 minutes at zero hour, Curve B, 2.52 x 10-5 M. actidione for 15 minutes at 18 hours. 
Curve C, 3.76 x 10-4 M. colchicine for 30 minutes at zero hour and 2.52 x 10-5 M. actidione 
for 15 minutes at 18 hours 
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Fig. 4. Effect of actidione on the first division of the tetraploid population. All seedlings 

were treated with 5.01 x 10-* M. colchicine for 30 minutes at zero hour. Curve A, control. 

Curve B, 2.52 x 10-°M. actidione for 15 minutes at 8 hours. Curve C, 2.52 x 10-5 M. 
actidione for 15 minutes at 4 hours 


population was also given at eight hours and a similar compayison 
with controls made (see Fig. 4). In this case, the tetraploid population 
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was separated into two parts, the smaller portion of which entered 
‘mitosis at the proper time, and the larger portion being delayed by 
about eight to ten hours. The unaffected portion of the population 
was judged to be in late interphase when treated with actidione. It 
is interesting to note that this observation corroborates previous findings, 
suggesting that cells on the verge of active mitosis (pre-prophase) are 
not inhibited by sub-lethal doses of actidione. 
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Fig. 5. Effect of actidione on the second division of the tetraploid population. Allseedlings 

were treated with 3.76 x 10-* M. colchicine for 30 minutes at zero hour. Curve 4A, control. 

Curve B, 2.52 x 10-'M. actidione for 15 minutes at 18 hours. Curve C, 2.52 x 10-5 M. 
actidione for 15 minutes at 14 hours 


In order to determine whether the ‘response in interphase between 
the initiation of tetraploidy and the first appearance of tetraploids in 
active mitosis, differs significantly from that between two successive 
normal tetraploid mitoses, the same experiments were carried out be- 
tween divisions J and JJ, with the colchicine concentration being 3.76 
x 10-4 M. in this case. Results as shown in Fig. 5 were very similar 
if not identical. In practice, therefore, it seems likely that we can use 
the interphase between the time of marking and the first polyploid 
index peak for most experimental purposes. 

There is no doubt from the actidione experiments reported that the 
system allows reasonably accurate measurement of differential suscep- 
tibility of cells in different stages of the mitotic cycle to either inhibiting 
or accelerating stimuli. This is further suggested by some, as yet in- 
completely analyzed, experiments involving the use of dinitrophenol as 
the inhibiting agent. 
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Ill. Discussion 


As indicated by the experiments reported, it is possible to make 
a small population of cells in a dividing tissue tetraploid in a limited 
time. Since such marked cells are more or less in the same stage of the 
mitotic cycle when marked; they or some portion of their descendants 
are expected to remain in synchrony for a limited time. This technique 
does not involve the induction of synchrony, but merely marks cells 
which are naturally synchronized. 


It may be argued that the marked population does not represent 
conditions in the unmarked cells. Such criticism, so far as our experience 
goes, is not justified. Furthermore, since comparisons are made between 
the behavior of the marked population under different conditions, one 
is not usually involved in the question of similarity or dissimilarity 
between the tetraploid and an equivalent diploid population. 


The system obviously may be used for most of the purposes for 
which a synchronous population of cells is desirable. In addition to 
many problems involved in shifting metabolic requirements and dif- 
ferential susceptibility, studies on the fate of marked cells and their 
incorporation into differentiated areas should be greatly facilitated. 
Perhaps the one purpose for which the system is not suitable is the 
in vitro study of cell fractions, since it would normally be difficult, 
if not impossible, to separate the marked from the unmarked popu- 
lation in homogenates. We have used the technique with the plant root 
meristem simply because it is well fitted to the type of experimentation 
reported in this paper. There is little doubt that the method could be 
used with other tissues, such as apical meristem, callus, some regene- 
rating animal tissues and cytologically suitable animal tissue cultures. 


Summary 


A tetraploid cell population was produced in the primary root meri- 
stem of Pisum sativum by one-half hour treatments with various con- 
centrations of colchicine. The tetraploid population so produced was 
found to be reasonably synchronous in its passage through successive 
mitotic cycles with the degree of synchrony being more or less propor- 
tional to the concentration of colchicine used. The average time between 
mitoses appears to be of the order of 12 hours which agrees well with 
previous estimates. Treatments of roots containing tetraploid populations 
with 2.52 x 10-5 M. actidione for 15 minutes were used to demonstrate 
the possibility of using the system for studies on the differential sus- 
ceptibility of cells at different stages of the mitotic cycle. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER 
DIE MUTAGENE WIRKUNG VON MALEINSAUREHYDRAZID 
AN SPHAEROCARPUS DONNELLII* 


Von 
W. O. ABEL 


Mit 10 Textabbildungen 
(Eingegangen am 26. Marz 1960) 


Besondere Bedeutung fiir die Mutationsforschung erlangten in den 
letzten Jahren mutagene Substanzen, die nur bestimmte, lokalisierte 
Veranderungen am Genom hervorrufen. Zu diesen zahlt Maleinsaure- 
hydrazid. McLetsu ( 1953, 1954; s. a. DARLINGTON und McLztsH 1951) 
hatte an Wurzelspitzenmitosen von Vicia faba beobachtet, daB diese 
Substanz, ein Strukturisomer des Uracil, fast ausschlieBlich in oder in 
der Nahe heterochromatischer Segmente Chromosomenaberrationen 
auslést. Dabei lieB sich aus dem Zeitpunkt des ersten Nachweises 
und des Optimums der Mutationen nach der Behandlung annehmen, 
daB diese in der Interphase entstanden seien. In spateren Studien 
tiber Maleinséurehydrazid (Rosst 1955; Kra~mann 1956; MoutscHeEn, 
DaHMEN und GILLET 1956) standen andere Probleme im Vordergrund. 
Kine Erweiterung der relativ geringen Kenntnisse tiber die Beschran- 
kung der mutagenen Wirkung auf bestimmte Stadien der Zellteilung 
wie tiber Art und Lokalisation der erhaltenen Mutationen war das Ziel 
der folgenden Untersuchung. 

Beide Fragen konnten nur an einem Objekt gelést werden, das neben 
einer genauen Bestimmung des Entwicklungszustandes der behandelten 
Zellen eine genetische und cytologische Analyse sowie eine Trennung 
der Mutationen des Eu- und Heterochromatins erlaubt. Diese Be- 
dingungen erfiillte Sphaerocarpus. Uber Entwicklungsgeschichte, Ge- 
netik und Cytologie von Sphaerocarpus siche Knapp (1935, 1936, 1939, 
1943, 1955) und LorsBrsEr (1930, 1934, 1936, 1941) sowie REITBERGER 
und BucHNER (1958). 

Methode 


Sphaerocarpus donnellii Aust.1 wurde in Petrischalen auf Benecke-Agar bei 
konstanter Temperatur (17°C nachts, 21°C tagsiiber) unter kiinstlicher Beleuchtung 
(etwa 4500 Lux; Osram HNW oder HNI Leuchtstoffréhren) kultiviert. Zur Be- 
schleunigung der Sporogonentwicklung war fallweise die Tagestemperatur auf 
24°C gesteigert worden. 


* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
1 Fiir die Uberlassung eines Klons der Linie 4 sei Herrn Prof. Dr. E. Knapp 
gedankt. é 
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Mutagene Wirkung von Maleinsaéurehydrazid an Sphaerocarpus 


Fir die Behandlung mit: Maleinséurehydrazid (MH) waren am besten Sporen- 
mutterzellen geeignet. Zur Klarung der Frage, inwieweit die Empfindlichkeit 
einzelner Phasen der Zellteilung gegeniiber MH verschieden ist, muBte die Ent- 
wicklung der Sporenmutterzellen genau beobachtet werden. Unter den angegebenen 
Kulturbedingungen (vgl. dazu RErTBERGER und BUCHNER) wurde festgestellt, daB 
die Bildung der Sporenmutterzellen am 10., spaitestens am 11. Tag nach der Be- 
fruchtung (n.d.B.) abgeschlossen war und die meiotische Interphase begann. Wir 
beobachteten zu diesem Zeitpunkt im Kern der Sporenmutterzellen keine Chromo- 
zentren (weder nach Karmin-Essigsiure noch nach Feulgen-Nuklealfarbung), ob- 
wohl unmittelbar daneben liegende Nahrzellen diese deutlich zeigten’. Erst am 
17. Tag n.d.B. waren im Kern der inzwischen stark vergréBerten Sporenmutterzellen 
die Chromozentren wieder sichtbar. Am 18. Tag n.d.B. begann vereinzelt die 
Prophase. Im allgemeinen war aber die Meiose auf den 19. Tag n.d.B. beschrankt, 
wobei unter Umstanden in einzelnen Sporogonen fast alle Stadien der ersten und 
zweiten Teilung gleichzeitig zu sehen waren. 

Wir verwendeten MH in aquimolaren Lésungen von NaOH, um die Abnahme des 
Pu-Wertes in Konzentrationen iiber 0,001 Mol zu vermeiden. Die nicht voll- 
kommen sterilen Kulturen (kleine Bakterienkolonien waren nicht zu verhindern) 
des Gametophyten samt der Sporophyten wurden in den Petrischalen mit den 
gewiinschten Konzentrationen 48 Std iiberschichtet, anschlieBend mit destilliertem 
Wasser gut gespiilt und mit diesem 24 Std bedeckt, um durch eine hohe Verdiin- 
nung Nachwirkungen von MH auszuschlieBen. 

Bei der Aussaat ermittelten wir fiir jedes Sporogon die Zahl der verschiedenen 
abnormen Sporenverbinde (Monaden, Dyaden, Triaden). Ungefaihr 4—6 Wochen 
nach der Keimung am Tageslicht konnten die jungen Pflanzen beim Versetzen 
in frische Petrischalen zum erstenmal auf morphologische Veranderungen gepriift 
werden. Diese Untersuchung wurde nach 4 Wochen wiederholt und erst dann die 
normal aussehenden Pflanzen verworfen. 

Der Genotyp der Varianten wurde durch eine Kreuzung mit der Linie 4 er- 
mittelt. Nach der Beobachtung schlechter Penetranz verschiedener Hiillenmerk- 
male und von Mutationen, die sich nur in einem der beiden Geschlechter mani- 
festieren (z.B. Sterilitaét), schien es uns angebracht, méglichst viele Keimlinge auf 
ihre genetische Konstitution zu priifen. Dies geschah in der Versuchsserie 1000 
bis 2140. 

Von den Kreuzungen Variante x Linie 4 siten wir, soweit vorhanden, jeweils 
den Inhalt von 3 Sporogonen (etwa 150—200 Tetraden) aus. Bei guter Keimung 
wurden 12 vollgekeimte, bei schlechter bis zu 50 Tetraden zur Analyse pikiert. 


Ergebnisse 

Einen ersten Einblick in die Wirkung von MH gaben Stérungen der 
Reduktionsteilung, die ein vermehrtes Auftreten von abnormen Sporen- 
verbainden gegeniiber der Konrtrolle zur Folge hatten. Daher wurden 
aus 5 Versuchsserien 15619 Sporenverbande auf das Vorkommen von 
Monaden, Dyaden und Triaden gepriift. Den anschlieBenden Mutanten- 
Analysen liegt die morphologische Beobachtung von 20925 Keimlingen 
aus 8232 Tetraden zugrunde, von denen 1404 durch Kreuzung mit 
Linie 4 auf ihren Genotyp untersucht wurden. Detaillierte Unterlagen 
stehen beim Verfasser zur Verfiigung. 


1Qb zu Beginn der meiotischen Interphase ein Ruhekern mit sichtbaren Chromo- 
zentren in den Sporenmutterzellen vorhanden ist, konnte nicht entschieden werden. 
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Eine summarische Auswertung der Versuchsserien ist infolge individueller 
Unterschiede zwischen den Sporogonen mit Fehlern behaftet. Deshalb muBten 
fiir das einzelne Sporogon die Prozentsitze ermittelt und daraus die Mittelwerte 
und mittleren Fehler berechnet werden. Die in den Abbildungen und Tabellen 
angegebenen Fehler sind, sofern nicht anders vermerkt, dreifache mittlere Fehler. 


I. Abhingigkeit der Wirkung des Maleinséurehydrazids 
vom Entwicklungszustand der Sporenmutterzellen 


a) Auslésung von Teilungsstérungen und Beeintrachtigung 
der Keimung 

In Einklang mit den cytologischen Beobachtungen (s. 8. 323) ver- 

suchten wir die Abhangigkeit der MH-Wirkungen von der Sporenmutter- 

zellentwicklung in vier Be- 
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5-10~° §-10-* 9-8 50 ~*~ (s.Abb.1), wardie verwendete 
Abb. 1. Konzentrationsabhangigkeit der Zahl ab- Konzentration bees’ 0,001 Mol 


normer Sporenverbinde. Ordinate: Prozentsatz MH ausgewahlt worden. 

der abnormen Sporenverbinde. Abszisse: Konzen- . 

tration des MH in Mol (logarithmische Einteilung) i Wir beobachteten nach 
Einwirken von MH im Zeit- 


raum I eine groBe Zahl abnormer Sporenverbande und schlechte Keimung 
der Tetradensporen. Ahnliche Verhaltnisse fanden wir auch nach Behand- 
lung im Zeitraum II, waihrend im Zeitraum III eine geringe Zahl ab- 
normer Sporenverbande und sehr gute Keimung der Tetradensporen 
festzustellen war. Diese Unterschiede im Effekt von MH in den ersten 
drei Behandlungszeitraumen werden noch deutlicher, wenn die Sporogone 
nach ihrem prozentualen Anteil an Tetraden gruppiert werden, da man 


eat Pea 
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Tabelle 1. Abnorme Sporenverbinde und Keimung der Tetradensporen nach MH- 
Behandlung der Sporenmutterzellen wahrend der Interphase und zu Beginn der Meiose 





























(Mittelwerte) 
Fates ronment | Tetraden ae ta Abnorme Sporenverbinde 
Cates vall- Tetraden- 
1} |1tliv grenzen) sporen Monaden Dyaden Triaden 
% % % % % 

7} 21; —| — 0 — 35,0] 0,8+ 0,7/30,9+6,3 | 29,3+5,5 |16,8+3,8 
12} 9 2) — 135,0 — 55,0] 2,1+ 1,4)17,3+3,8 | 22,8+3,9 | 16,4+4,6 

1 5] 4) — 155.0 — 75,0]13,4+11,0] 8,14+3,7 |138,4+4,6 | 10,2+3,7 
—| 3 5| — |75,0 — 95,0]50,5+18,9}] 2,1+2,1 8,5 + 5,6 §,0+ 2,2 
—]| —] 11} — ]95,0 —100 915+ 4,9] 0,9+1,2 1,1+0,9 0,3+1,1 
— — — 11/]98,5*+ 1,8 0,7+1,0 0,8 + 1,8 0,0** 
— — — 9/86,3*+ 7,1 12,3+6,3 1,4+1,8 0,0** 














* Mittelwert. 
** Triaden fehlen auch bei Anwendung hdéherer Konzentrationen als 0,001 
Mol MH. 


hierdurch in der Entwicklung vorauseilende oder zuriickgebliebene 
Sporogone erfassen kann (s. Tabelle 1). 

Der Versuch im Zeitraum IV erbrachte einen erneuten Anstieg der 
Monaden. Dyaden und Triaden, die nach Behandlung im Zeitraum 
I, II oder III annahernd gleich haufig wie Monaden beobachtet wurden, 
waren im Zeitraum IV nicht vermehrt. Triaden fehlten sogar ganzlich. 
Aus der Gegeniiberstellung der vier Versuchsergebnisse in Tabelle 1 ist 
die veranderte Wirkung von MH zu Beginn der Meiose (Zeitraum IV) 
zu ersehen. 


b) Auslésung von Mutationen 


Neben der Zunahme der Mutationsrate mit steigender Konzentration 
(s. Tabelle 2) war die unterschiedliche Wirkung von MH im Behandlungs- 
zeitraum I, II und III erneut zu beobachten. Die Zahl der Mutationen 
bezogen auf die Zahl der gekeimten Tetradensporen lag im Zeitraum 
I und II etwa 10mal héher als im Zeitraum III (s. Tabelle 2). 


II. Die mutagene Wirkung von Maleinséurehydrazid 
auf EHu- und Heterochromatin 


a) Lokalisation der Mutationenim Eu- oder Heterochromatin 
und deren Verhaltnis zueinander 

Die cytologischen Verhaltnisse von Sphaerocarpus seien unter Verwendung der 

Ergebnisse von LorBEER (1930, 1934) zunachst kurz dargestellt (Abb. 2 und 3). 

Die Geschlechtschromosomen von Sphaerocarpus sind total heterochromatisch, 

die 7 Autosomen, abgesehen von kleinen Endchromomeren!, euchromatisch. 


1 Nach eigenen Beobachtungen sind in der Prophase 3, manchmal 4 starker 
farbbare Abschnitte in den Autosomen zu sehen. Sie erreichen nicht einmal die 
GréBe des Y-Chromosom. 
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Damit entspricht das Verhaltnis von Eu- zu Heterochromatin fast genau dem 
Verhaltnis des Volumens von Autosomen zu Heterochromosomen, LoRBEER (1930) 
kam nach Messungen an je 25 mannlichen und weiblichen Metaphaseplatten zu 
folgenden Ergebnissen: 

X-Chromosom. ....... . . 2,205 48+ 0,0257 

Y-Chromosom .. . . - 0,0363 nu? + 0,00338 

7 Autosomen im woibliahttt Ken . 3,620 w+ 0,1455 

7 Autosomen im mannlichen Kern . 3,145 u®+.0,1467 

Daraus ergibt sich in einer Sporenmutterzelle ein Eu-Heterochromatinverhialtnis 

der Volumina von 6,770 4? zu 2,241 yu = 3,00:1. 


We wo VY 
oe ' = Yar a 
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Abb. 2—10. Mitosechromosomen von Sphaerocarpus. Vergr. 3000 x. 2—4. Metaphasen. 
2, im weiblichen Thallus der Linie 4, 3, im ménnlichen Thallus der Linie 4, 4, in einem 
minnlichen Thallus der Nachkommenschaft der Mutante 2131/21 a. Ein Autosom durch 
Translokation veraindert. 5—7. X-Chromosomen in der Anaphase. 5, normales X aus Linie 4, 
6, aus der Nachkommenschaft der Mutante 1046/6. Beide Chromosomenarme durch Trans- 
lokation verlangert. 7, Mutante 1023/5. Translokation. 8, 9. X-Chromosomen in der 
Prophase. 8, normales X von Linie 4, 9, verkiirztes X von der Mutante 1023/9. 10. Prophase. 
Autosom mit Translokation in der Nachkommenschaft der Mutante 1040/6 





Art und Ort der Mutationen, die zu den gefundenen Mutanten fiihr- 
ten, wurden nach folgenden Gesichtspunkten ermittelt: 


A. Punktmutationen 

1. Geschlechtsunabhangig spaltende Merkmale miissen in den Auto- 
somen liegen und sind dem Euchromatin zuzuordnen. 

2. Geschlechtsgebunden spaltende Merkmale sind in den Geschlechts- 
chromosomen und damit im Heterochromatin zu lokalisieren. Hierzu 
wurden ferner Mutanten mit unverandertem X-Chromosom gezihlt, die 
mannliches Geschlecht besaBen. 


B. Chromosomenmutationen 

1. Im Euchromatin. In den kleinen Autosomen sind diese schwer 
zu erkennen. Einige Translokationen konnten aber beobachtet werden 
(s. Abb. 4 und 10). Zu diesen Mutationen sind auferdem jene zu 
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rechnen, die in der Nachkommenschaft in der Mehrzahl nur zwei lebens- 
fahige Keimlinge in einer Tetrade hervorbringen und in Tetraden mit 
3 oder 4 Keimen keine 1:1 Spaltung erkennen lassen. Es diirfte sich 
dann um Inversionen und reziproke Translokationen handeln (McC.1n- 
TocK 1945). 

2. Im Heterochromatin. Zur Kinordnung der Mutanten konnte nur 
die cytologische Analyse benutzt werden. 

Wie aus Tabelle 2 zu ersehen ist, waren nicht alle Mutanten einer 
dieser vier Gruppen von Mutationen zuzuteilen. Einerseits handelte es 
sich um Aneuploide, andererseits um Varianten, die steril waren oder aber 
in der F, keine Spaltung fiir eine klar erkennbare Veradnderung zeigten. 

Fragen wir nun, inwieweit das 3:1 Eu-Heterochromatin-Verhaltnis 
des Volumens mit dem Verhaltnis der Mutationsereignisse in Eu- und 
Heterochromatin iibereinstimmt, so finden wir bei den Kontrollen mit 
2,67:1 keine nennenswerte Abweichung. Hingegen ist aus Tabelle 2 
zu ersehen, daB nach MH-Behandlung die Eu-Heterochromatin-Ver- 
haltnisse mehr oder weniger stark zugunsten des Heterochromatins 
verschoben sind (P = <1%). Aber die Tatsache, da8 Mutanten mit 
verkiirztem X-Chromosom (s. Abb. 9) im Gegensatz:zu Mutanten mit 
ahnlichen Veranderungen an den Autosomen gut lebensfahig sein kénnen, 
l48t diese Betrachtung fehlerhaft erscheinen. Lediglich fiir Punkt- 
mutationen und vielleicht auch fiir Translokationen und Inversionen 
darf eine gleiche Uberlebenswahrscheinlichkeit in Eu- und Hetero- 

chromatin angenommen werden. Unter diesem Gesichtspunkt sind die 
Mutationen in Tabelle 3 zusammengestellt. In allen vier Fallen ist eine 


Tabelle 3. Hu-Heterochromatin-Verhdlinis der Punktmutationen und Translokationen 
bzw. Inversionen 




















Ant : Hetero- Ver- 
Versuch der Mutation — Pc i 
Kontrolle Punktmutation 16 5 3,20:1 
1000—2140 Punktmutation 26 14 1,86:1 
1000—2140 Translokation 22 14 1,57:1 
210— 240 Punktmutation 14 6 2,33:1 
210— 240 ranslokation 4 12 0,34:1 


erhéhte Mutationsrate des Heterochromatins nachzuweisen, doch sind 
die einzelnen Werte fiir eine statistische Sicherung zu gering. 


b) Das Verhaltnis von Punkt- und Chromosomenmutationen 
nach MH-Einwirkung 

Die Analyse beschranken wir aus oben erwahnten Griinden zunachst 

auf die Mutationen im Heterochromatin. Bei Addition dieser Muta- 

tionen aus allen MH-behandelten Sporogonen (Tabelle 2) sind die Mittel- 
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werte der Chromosomenmutationen um etwa das 75fache, die Mittel- 
werte der Punktmutationen um das 7,6fache gegeniiber den entspre- 
chenden Mittelwerten der Kontrollen erhéht (s. Tabelle 4). Selbst bei 
Verwendung der oberen Grenze des Mittelwertes der Chromosomen- 
bzw. Punktmutationen der Kontrolle und der unteren Grenze des Mittel- 
wertes der Chromosomen- und Punktmutationen nach Behandlung als 
Bezugspunkte ist die Mutationsrate etwa 7fach fiir Chromosomen- und 
etwa 1,4fach fiir Punktmutationen gesteigert (entspricht einem P = 
0,01%). MH lost also mehr Chromosomen- als Punktmutationen im 


Tabelle 4. Anderwng des Chromosomen-: Punktmutations- V erhiiltnisses 
im Heterochromatin. Absolute Werte sind der Tabelle 2 entnommen 








Ansahl Mutungsgrenzen Mutungs- 
der ge- Chromosomen- fiir Punkt- grenzen 
koimton mutationen Chromosomen- mutationen fir Punkt- 
Versuche |" iretra- mutationen mutationen 
en- 
An- ° An- 
sporen | onl % untere obere ‘eahi % untere | obere 





Kontrolle | 13454 1 | 0,0074 | 0,000074 | 0,0525 | 5 | 0,037 | 0,008 | 0,105 
Behandelt | 7471 | 45 | 0,602 | 0,396 0,874 | 20 | 0,267 | 0,138 | 0,464 





























Heterochromatin aus. Auch bei der Analyse der Mutationen im Eu- 
chromatin ist, obwohl als Chromosomenmutationen nur Zwei-Bruch- 
ereignisse erkannt werden konnten, mit einem Chromosomen- : Punkt- 
mutations-Verhaltnis von 26:40 nach MH-Behandlung gegeniiber 0:16 
in der Kontrolle ein deutlicher Unterschied erkennbar. Im Vergleich 
zur spontanen Mutabilitaét steigert MH also besonders die Rate der 
Chromosomenmutationen. 


Diskussion 


Die Wirkung von MH gemessen an der Bildung abnormer Sporen- 
mutterzellen, der Keimung und der Mutationsauslésung nimmt im Laufe 
der Interphase ab. Der Einwand, dies kénnte durch eine Anderung 
der Durchlassigkeit der alternden Sporogon- bzw. Sporenwand verur- 
sacht werden, ist fast sicher auszuschlieBen, nachdem zu Beginn der 
Meiose (Behandlungszeitraum IV) eine neuerliche Zunahme der Zahl 
abnormer Sporenverbande zu beobachten war. Eine mégliche Erklarung 
dieser Ergebnisse bestiinde in der Annahme, da8 MH dann seine Wir- 
kung verliert, wenn die DNS-Synthese in den Sporenmutterzellen ab- 
geschlossen ist. Bei Sphaerocarpus diirfte dies am 17. Tag n.d.B. unter 
den angegebenen AuBenbedingungen aus folgenden Griinden der Fall 
sein: 1. sind die Chromozentren im deutlich vom Plasma differenzierten 
Kern gut sichtbar, nachdem ungefahr 4 Tage lang keine Chromozentren 
in dem undeutlich begrenzten Kern der Sporenmutterzellen zu sehen 
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waren. 2. Entspricht der 17. Tag n.d.B. mit groBer Wahrscheinlichkeit 
jenem Zeitpunkt, an dem Knapp (1935) nach Rontgenbestrahlung immer 
nur eine Mutante eines Phanotyps unter den 4 Tetradenkeimlingen 
fand. Es waren also bereits 4 Chromatiden (oder mehr mutable Ein- 
heiten) vorhanden. Aus diesem Befund den Schlu8 zu ziehen, daB die 
Verdopplung der Chromosomen im wesentlichen beendet sei, ist erlaubt, 
weil bei Bestrahlung der Sporenmutterzellen wahrend der friihen Inter- 
phase in einigen Fallen in einer Tetrade zwei Mutanten gleichen Phano- 
typs auftraten (Knapp 1935, S. 337). 

Die im Behandlungszeitraum IV hervorgerufenen Stérungen lassen 
annehmen, das MH dort eine andere Wirkung als in den vorhergehenden 
Entwicklungsstadien der Sporenmutterzellen entfaltet. Der hohe Pro- 
zentsatz an Monaden, das Fehlen der Triaden kénnte durch antimitotische 
Wirkungen, eventuell auch durch Spindelstérungen erklart werden, wie 
sie von Rossi (1955) fiir MH an Wurzelspitzenmitosen von Alliwm 
nachgewiesen wurden. Hierfiir spricht auch die in einem anderen Ver- 
such gemachte Beobachtung, daB bei Behandlung mit 0,005 Mol MH 
vom beginnenden 18. bis zum 23. Tag n.d.B., einer Periode aiso, die 
die Meiosis I und II umfa8t, in 4 von 10 Sporogonen neben Monaden 
in groBer Zahl wieder Dyaden und einige Triaden gefunden wurden. 

Worin die Ursachen fiir das Entstehen von Monaden, Dyaden und 
Triaden in den Behandlungszeitréumen I und II zu suchen sind, kann 
nur anhand der seltenen, meist kranklichen Keimlinge aus diesen 
Sporenverbanden geklart werden. Wir beobachteten viele aneuploide 
Chromosomenzahlen, Translokationen und durch Deletionen verkiirzte 
X-Chromosomen, wie auch ein dizentrisches X-Chromosom. Es liegt 
daher nahe, die Griinde fiir die Bildung abnormer Sporenverbande in 
der Interphase in mehr minder starken chromosomalen Veranderungen 
und daraus resultierenden Verteilungsstérungen zu vermuten. 

Maleinsaéurehydrazid diirfte also in Abhangigkeit vom Entwicklungs- 
zustand der Sporenmutterzellen entweder mutagen oder teilungshem- 
mend wirken!. Diese Befunde entsprechen den Ergebnissen von McLEIsH 
(1953, 1954) mit MH an Wurzelspitzenmitosen von’ Vicia faba und 
anderen Untersuchungen mit radiomimetischen Stoffen (Forp 1948; 
Kruiman 1955, 1957; OckEy 1957; REVELL 1953). 

Schwieriger ist es zu entscheiden, ob MH bevorzugt im Hetero- 
chromatin Mutationen auslést. Betrachtet man die Summe der lebens- 
fahigen Mutationen in Eu- und Heterochromatin, dann ist die Ab- 
weichung des beobachteten vom erwarteten 3:1 Eu-Heterochromatin- 
Verhaltnis signifikant. Nun sind aber Mutanten mit groBen Deletionen 
am X-Chromosom zumindest teilweise sehr gut lebensfahig (vgl. KNapp 


1 Damit soll aber nicht die Méglichkeit ausgeschlossen sein, daB beiden Ef- 
fekten eine ahnliche oder gleiche Veranderung des Zellstoffwechsels zugrunde liegt. 





Wirkung von Maleinsaéurehydrazid an Sphaerocarpus 331 


und HorrMANN 1939, Knapp 1943). In den Autosomen fiihren ent- 
sprechende Mutationen mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit zum Tode des 
Keimlings. Den dadurch méglichen Fehler versuchten wir zu vermeiden, 
indem wir nur Punktmutationen und Translokationen sowie Inversionen. 
zur Analyse des Eu-Heterochromatinverhaltnisses verwendeten, wobei 
wir annahmen, daB die Uberlebensrate fiir diese Mutationen etwa gleich 
sei. Die nun beobachtete Abweichung vom erwarteten 3:1 Eu-Hetero- 
chromatinverhaltnis liegt im vereinbarten Zufallsbereich. 

Fur den Aussagewert dieses Befundes ist es wichtig, zwei Tatsachen 
zu berticksichtigen. Erstens konnte eine Anzahl von Mutanten, vor allem 
der Serie 1000—2120, nicht in die vier Gruppen von Mutationen ein- 
geordnet werden, weil sie steril waren oder im Jugendstadium starben. 
Zweitens weicht die Keimung der ,,weiblichen‘‘ Sporen gerade in den 
Serien 1000—2120, in denen die Mutationsrate stark zugunsten des 
Heterochromatins verschoben ist, von der 1:1 Erwartung eindeutig ab 
(P=0,001). Es keimten 258 mannliche gegeniiber 185 weiblichen In- 
dividuen, wahrend in der Regel mehr weibliche als mannliche Keimlinge 
aus unbehandelten Sporentetraden hervorgehen (KNAPP und MOLLER 
1955). Aus dieser Anderung des cytologisch gepriiften Geschlechts- 
verhaltnisses darf geschlossen werden, dafi Mutationen des X-Chromo- 
soms zur Letalitaét der Sporen fiihrten, wie es auch Knapp (1935) nach 
Réntgenbestrahlung beobachtete. Trotzdem laBt sich aus diesen Er- 
gebnissen nicht mehr als eine Tendenz zur Bevorzugung von Struktur- 
anderungen im Heterochromatin ableiten. Die deutlich erhéhte Muta- 
tionsrate im Euchromatin unterstreicht den starken Unterschied zu den 
Ergebnissen von McLetsu (1953, 1954) an Wurzelspitzenmitosen von 
Vicia faba. 

Hingegen ist es sicher, daB im Heterochromatin durch MH in den 
von uns untersuchten Konzentrationen mehr Chromosomen- als Punkt- 
mutationen verursacht werden. Nachdem es uns im X-Chromosom 
unmoglich war, kleinere chromosomale Veranderungen zu erkennen, ist 
dieses Verhiltnis -vielleicht noch mehr zugunsten der Chromosomen- 
mutationen verschoben. Ks ist im tibrigen unwahrscheinlich, daB diese 
MH-KEigenschaft stark von der verwendeten Konzentration abhangig ist, 
nachdem die Chromosomenmutationen bereits in 5 x 10-4 Mol MH, der 
ersten sicher mutationsausl6senden Konzentration, die Punktmutationen 
im Gegensatz zur Kontrolle tiberwiegen. 

Die Mutationen im X-Chromosom lieferten vielfach weitere Beweise 
fiir die Ansicht von Knapp (1935b, 1943), daB Defizienzen an diesem 
Chromosom nicht notwendig den Tod der Spore zur Folge haben. So 
beobachteten wir in der Tetrade 1005/2, von der nur zwei, und zwar 
, weibliche*‘ Sporen keimten, in der einen Pflanze ein verkiirztes X-Chro- 


mosom. Das Bruchstiick war in der anderen Pflanze (mit normalem 
23* 
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X-Chromosom) an ein Autosom transloziert nachzuweisen. Die Meinung 
von LORBEER (1938), da verkiirzte X-Chromosomen nur dann lebens- 
fahig waren, wenn das fehlende Stiick im gleichen Kern vorhanden ist, 
kann fiir diesen Fall vollstandig ausgeschlossen werden. Nachdem auch 
die Keimung der F, von Mutanten mit verkiirztem X (z.B. 1023/9 
s. Abb. 9) gut ist, sind die fehlenden Teile der X-Chromosomen zu- 
mindest nicht immer fiir die Entwicklung des Sporophyten notwendig. 

Inwieweit diese verlorenen heterochromatischen Chromosomen- 
bruchstiicke mehr minder genisch inaktiv sind (vgl. Herrz 1956), 
kénnen wir nur in folgendem Sinne beantworten: Alle in diesen Ver- 
suchen gefundenen X-Chromosomenmutationen sind mit einer Anderung 
des Phainotyps verbunden gewesen. Dies bedeutet, daB irgendeine 
Wirkung zwischen den Chromosomenbruchstiicken und dem restlichen 
Genom bestanden haben mu. Es sei dazu bemerkt, daB in den Serien 
1000—2120 simtliche, also auch phanotypisch normal aussehende weib- 
liche Pflanzen cytologisch gepriift wurden. 

SchlieBlich sei noch auf eine spontan und in den Versuchen auf- 
tretende Mutante (3 der 5 Punktmutationen des X-Chromosoms in den 
Kontrollen) eingegangen. Sie wird gekennzeichnet durch die Ausbildung 
von Archegonien, Antheridien und deren Uberginge. Sowohl in weiblich 
als auch mannlich differenzierten Thallusteilen ist keine Verinderung 
am X-Chromosom festzustellen. LoRBEER (1936) hatte eine ahnliche 
Mutante gefunden, die aber zwei X-Chromosomen, davon ein verandertes, 
besaB. Bei Kreuzung unserer Mutante mit Linie 4 wird dieses Merkmal 
geschlechtgebunden vererbt. Selbstung ist ausgeschlossen, da — wie 
in allen bisher bekannten Mutanten von Sphaerocarpus, deren verandertes 
X-Chromosom minnlichen Phainotyp bewirkt — die Spermatozoiden 
trotz einer manchmal vorhandenen Beweglichkeit nicht zur Befruchtung 
einer Eizelle befahigt sind. Um eine Chimdre kann es sich in unserem 
Fall nicht handeln, da Regenerate aus mannlich differenzierten Thallus- 
teilen (selbst aus Antheridien) wieder weiblichen Phanotyp erlangen 
und sich bei einer Kreuzung wie der Ausgangsklon verhalten. 


Zusammenfassung 

Die Wirkung von Maleinsdéurehydrazid (MH) in Sporenmutterzellen 
vier verschiedener Entwicklungsstadien von Sphaerocarpus donnellii 
wurde an 15619 Sporenverbanden untersucht. 20925 Keimlinge aus 
8232 Tetraden wurden auf Punkt- und Chromosomenmutationen hin 
analysiert, wobei 177 Mutanten erfaBt werden konnten. Folgende 
RegelmaBigkeiten wurden gefunden: 

1. Abnorme Sporenverbainde (Monaden, Dyaden und Triaden) sind 
nach Behandlung im Zeitraum I (entsprechend etwa der friihen Inter- 
phase) und im Zeitraum II (entsprechend etwa der mittleren Interphase) 


a 
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zahlreich, im Zeitraum III (entsprechend etwa der spaiten Interphase) 
selten. Im Behandlungszeitraum IV (entsprechend etwa Ende der Inter- 
phase und Beginn der Meiose I) ist die Zahl der Monaden, nicht aber der 
Triaden wieder erhéht. Mit fallender Zahl abnormer Sporenverbande 
steigt die Keimung der Tetradensporen. 

2. Die mutagene Wirkung von MH ist im Zeitraum I und II gegen- 
iiber Zeitraum III verzehnfacht. 

3. Die Zahl der Mutationen ist nach MH-Behandlung nicht nur im 
Heterochromatin, sondern auch im Euchromatin erhéht. Eine geringe 
Tendenz zur Bevorzugung struktureller Veranderungen im Hetero- 
chromatin scheint vorzuliegen. 

4. Das Verhaltnis der Chromosomenmutationen zu den Punktmuta- 
tionen ist in den MH-Versuchen gr6Ber als in der Kontrolle. 

In der Diskussion wird anhand einiger Mutanten mit verandertem 
X-Chromosom zur Frage der Lebensnotwendigkeit und genischen In- 
aktivitat heterochromatischer Abschnitte des X-Chromosoms von 
Sphaerocarpus Stellung genommen. 

Fiir die weitreichende Unterstiitzung der’ Untersuchungen danke ich Herrn 


Professor Dr. J. Straus herzlich. Herr cand. rer. nat. F. MeELcHERS hat durch 
seine tatkraftige Mitarbeit den Fortgang der Arbeit wesentlich geférdext. 
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I. Einleitung 

Die Nahrzellkerne (NZK) von Calliphora erythrocephala zeichnen sich 
durch eine groBe Variabilitat in der Anordnung ihrer Chromosomen aus. 
Neben der Folge kryptopolytaner, polytaner und retikulaérer Chromo- 
somenkonfigurationen, die waihrend des Kernwachstums und der endo- 
mitotischen Vermehrung der Chromosomen durchlaufen wird, kommen in 
herangewachsenen NZK gleicher GréBe alle Ubergange zwischen reti- 
kularer und hochpolytaner Struktur vor, wobei die gebiindelten und 
gepaarten Chromosomenanordnungen in den fortgeschrittenen Wachs- 
tumsstadien zunehmen. 

Die von der normalen retikularen Ausbildung abweichende polytane 
Struktur groBer NZK kommt durch Beeintrachtigung der Auflosung der 
primaren Polytanchromosomen, die sich im 16n-Stadium herausbilden, 
und durch eine auf spaiteren Wachstumsstufen erneut wirksam werdende 
Anziehungskraft zwischen den Homologen zustande. Nach dem Ergebnis 


* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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quantitativer Untersuchungen tiber den Strukturwandel ist der Anteil 
retikularer NZK unmittelbar nach dem Zerfall der primaren Polytan- 
chromosomen am héchsten. Die Riesenchromosomen in den heran- 
gewachsenen NZK sind in der Mehrzahl durch erneute Zusammenlage- 
rung aus Untereinheiten entstanden, nur in Inzuchten mit Depressions- 
erscheinungen und durch Kaltebehandlung genotypisch pradisponierter 
Individuen kommt es zu einer Beeintrachtigung der Auflésung der pri- 
maren Polytaénchromosomen (BIER 1958, 1959). 

In dieser Arbeit wird der Karyotyp von Calliphora erythrocephala nach 
Mitosechromosomen, den primaren Polytanchromosomen und den Riesen- 
chromosomen in den herangewachsenen NZK beschrieben, wobei die 
Ubergangsstadien von retikulérer zu polytaner Struktur besonders be- 
riicksichtigt werden, weil sie einen unmittelbaren Beweis fiir die Richtig- 
keit der Polytaéniehypothese bilden. Beobachtungen an den Auflésungs- 
stadien der primaéren Polytaénchromosomen von Lucilia caesar erginzen 
die Untersuchungen an Calliphora. 

Eine Beschreibung der Normalentwicklung der NZK findet sich bei Brrr 
(1957). Darstellungen der Methodik, statistische Belege fiir die Entwicklungs- 
richtung der Chromosomenpaarung und eine Einteilung in Wachstumsstufen wurden 
in den vorangegangenen Arbeiten gegeben. 


II. Der mitotische Chromosomensatz 


Meiotische und mitotische Chromosomensatze aus verschiedenen 
Geweben von Calliphora wurden bereits von KEUNEKE (1924) und 
STRASBURGER (1933) an Hand von Schnittpraparaten untersucht. K. E.- 
Quetschpraparate geben jedoch ein deutlicheres Bild, besonders von der 
Lage des Kinetochors. Abb.1 und 2 stellen Metaphaseplatten von 
Spermatogonienmitosen dar. Nach KEuUNEKE sind die kleinsten Chromo- 
somen die Geschlechtschromosomen, die im mannlichen Geschlecht 
heteromorph sein sollen. Ein Dimorphismus dieser Chromosomen ist in 
den Quetschpraparaten nicht zu erkennen. Auch STRASBURGER weist 
auf den ,,geringen GréBenunterschied‘‘ des kleinsten Chromosomenpaares 
in Mitosefiguren mainnlichen Nervengewebes hin. 

Die fiinf gré6Beren Chromosomen sind medio- bis submediokinetisch, 
nur das kleinste Chromosom besitzt eine subterminale Einschnitirung. 
Von den mittelgroBen Chromosomenpaaren besitzt eines eine sekundare 
Einschniirung, die jedoch nicht so scharf ist wie die primare. In den 
Mitosen weiblicher Tiere ist sie nicht zu finden. 

Von Weibchen kamen Mitosen aus dem Follikelepithel und den 
Oogonien zur Untersuchung. In den Prophasen enthalten die Chromo- 
somen Verdickungen, die ihrer Lage nach vor allem von proximalem 
Heterochromatin gebildet sein kénnten und die sich mit zunehmender 
Kontraktion der Chromosomen vergrébern (Abb. 3 und 4). 
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Ill. Die primaéren Polytinchromosomen 

Der straff gepaarte Zustand der primaren Polytaénchromosomen ist 
im Normalfall auf die 16n-Phase beschrankt, in der Endometaphase des 
16/32n-Zyklus sind die Chromatidenpaare bereits im Kernraum verteilt. 
Bei bestimmter genotypischer Konstitution und besonders durch Kalte- 
behandlung solcher Fliegen wahrend dieses Endomitoseschrittes kann 
sich die Auflésung der primaren Polytaénchromosomen mehr oder weniger 
verzogern (BrER 1959). Wenn der Zerfall in freie Chromatidenpaare 








Abb. 1—4. Abb. 1. u. 2. Spermatogonien — Metaphasen; Abb. 3. Prophase aus dem 
Follikelepithel; Abb. 4. Oogonien-Metaphase 


unterbleibt, kann die Polyploidiestufe nur noch indirekt erschlossen 
werden. Fiir den Drosophila-NZK, dessen chromosomaler Formwechsel 
dem von Calliphora sehr ahnelt, ist die weitere Polyploidisierung neben 
der zunehmenden Kerngr68e durch eine mit unterschiedlicher Methodik 
nachgewiesene, entsprechende Vermehrung der DNS gesichert (FREED 
und Scuuttz 1956, ScHuLtTz 1956, JakoB und SIRLIN 1958). Es besteht 
danach kein Grund zu der Annahme, daB'mit Wegfall der sichtbaren 
Endomitoseschritte die Polyploidisierung eingestellt wird, obwohl ein 
Freiwerden von Chromatidenpaaren nach dem 64n-Stadium in keinem 
Falle mehr beobachtet wurde. Die Mannigfaltigkeit der Ubergangs- 
stadien vom polytinen zum retikuldren Zustand wird durch zwei Gesetz- 
maBigkeiten begrenzt: 

1. Je starker die Chromosomenkontraktion, desto mehr wird der poly- 
tine Verband aufgelockert (dies gilt allerdings nur fiir die euchroma- 
tischen Chromosomenpartien; in den Bindeln kontrahierter homologer 
Chromatiden kénnen heterochromatische Briicken bestehenbleiben). 
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2. Die endometaphasische Kontraktion ist im 16/32n-Zyklus am 
starksten, auf hédheren Polyploidiestufen wird sie nur noch angedeutet. 
Zur Identifizierung der primaren Polytaénchromosomen ist ihr Quer- 
scheibenmuster wenig geeignet. Es ist infolge der auch innerhalb eines 
Kernes nicht streng synchronisierten Kontraktion der Chromosomen sehr 
unterschiedlich ausgepragt. Aus diesem Grund ist auch die Chromosomen- 
lange nur bedingt brauchbar. Lediglich das kleinste Chromosom hebt sich 
durch seine geringe Grof8e und tiberdies durch partielle Heterochromasie 
deutlich heraus (Nr. 6 im Satz der Riesenchromosomen, Abb. 8); dann 
ist oft, aber nicht immer 
‘ein Chromosom —auszu- 
machen, das die mittel- 
groBen um etwa 20% in 
der Lange ibertrifft (1). 
Eines .der mittelgroBen 
Chromosomen (3) _besitzt 
endstandiges Heterochro- 
matin. 
Wenn die __ polytane 


Ne 7a, ee... c Struktur iiber die 16n- 


Abb. 5. Endometaphase primirer Polyténchromo- Phase hinaus erhalten 
somen, wahrscheinlich 16/32 n-Zyklus. Das partiell bleibt, kontrahieren sich die 
positiv und negativ heteropyknotische 6. Chromosom Ch ot scan Mast 
(—>) liegt am oberen Ende eines groBen Chromosoms -hromosomen in der Hndo- 
metaphase des 16/32n- 


Zyklus weniger stark als die freien Chromatidenpaare. Jedoch tritt 
auch in den endometaphasischen Chromosomenbiindeln die primare 
Kinschnirung als heller Zwischenraum hervor (Abb. 5). Bei Lucilia 
caesar ist die Spindelfaseransatzstelle in diesem Zustand besonders deut- 
lich ausgepragt (Abb. 25). Im Verlauf des weiteren Wachstums bilden 
sich in allen Chromosomen Schwellungszonen aus, die den proximalen 
Abschnitten entsprechen. Eine Zunahme der Schwellung ist mit einer 
Verkiirzung der Chromosomen verbunden (Abb. 6, 7). Chromosom 3 
zeigt deutlich, daB der Kinetochor innerhalb der Anschwellung liegt. Es 
besitzt nicht nur am Ende des langeren Schenkels, sondern auch proximal 
im kiirzeren Arm kompaktes Heterochromatin, das in diesem Chromo- 
somenarm die Stelle der Schwellungszone einnimmt (vgl. den Satz der 
Riesenchromosomen in Abb. 8). Diesem Blockheterochromatin liegt eine 
sich spater starker entwickelnde Schwellungszone gegeniiber. 

Das kleinste Chromosom nimmt infolge seiner Heterochromasie eine 
Sonderstellung ein, die in der Periode der Auflésung der primaren 
Polyténchromosomen besonders deutlich wird. Ein groBer Teil dieses 
Chromosoms (im herangewachsenen NZK etwa die Hilfte) ist positiv 
heteropyknotisch und bleibt es auch zu Beginn der Prophasen der 
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16/32- und 32/64 n-Zyklen, wenn sich im typischen Falle alle anderen 
Chromosomen kurzfristig euzyklisch verhalten (Zerstaubungsstadien im 
Sinne von Hertz 1928, die auch fiir Endomitosen charakteristisch sind, 
GEITLER 1953). Der andere Abschnitt des Chromosoms ist von der 
Pro- bis zur Anaphase in den genannten Endomitoseschritten negativ 
heteropyknotisch. Die Langselemente dieses Abschnitts streben vom 
positiv heteropyknotischen Teil, der als Endochromozentrum erhalten 
bleibt, allseitig auseinander (Abb. 5). 





é 22 
Abb. 6 u. 7. Primiire Polytinchromosomen bei verzégerter Auflésung. Die Polyploidiestufe 
betrigt nach der Kern- und NaihrfachgréBe 32—64 n. Die Ziffern entsprechen der 
Numerierung der Riesenchromosomen nach Abb. 8 


IV. Die sekundiren Riesenchromosomen 

Die in diesem Kapitel beschriebenen Riesenchromosomen sind in den 
herangewachsenen NZK von Calliphora nur ausnahmsweise ausgepragt. 
In Inzuchten, in denen sie haufiger vorkommen als in Wildstémmen, 
fanden sie sich bei 21°C in 1,9%, bei 15°C in 3,4% der untersuchten 
NZK (vergl. Brer 1959, Paarungsklasse 5 in Tabelle 21). Die Riesen- 
chromosomen entstehen aus freien oder stark aufgelockerten Anord- 
nungen der Homologen durch deren Vereinigung in NZK mittlerer bis 
maximaler GréBe. Bei sekundir durch Zusammenschlu8 der Homologen 
entstandenen Riesenchromosomen ist a priori eine parallele Lagerung 
der Lingselemente zu erwarten, die im Gegensatz steht zu der spiraligen 
Anordnung der Fibrillen in den Chromosomen der Gewebe, die im poly- 
taénen Zustand heranwachsen. Die Auflésung der primaren Polytan- 
chromosomen bleibt in einigen Gelegen mit starker Inzuchtdepression 
aus. Es kommt im Verlauf der endomitotischen Polyploidisierung in 
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diesen Gelegen zu der in den Abb. 5 und 7 dargestellten eingeschrankten 
und verspateten endometaphasischen Kontraktion, die lediglich zu einer 

_ Auflockerung des Chromosomenkérpers fiihrt. Sie reicht aber offen- 
sichtlich aus, den spiraligen Verlauf der Langselemente um eine gemein- 
same Achse in eine mehr oder weniger parallele Lagerung zu tiber- 
fiihren. 

Diese Chromosomen fallen spater ohne starkere Kontraktion ausein- 
ander. Deshalb ist es wahrscheinlich, daB die Riesenchromosomen der 
herangewachsenen NZK in den Gelegen, in denen die primaren Polytan- 
chromosomen nur aufgelockert wurden, die gleiche Struktur haben wie 
in den Aufzuchten, in denen Riesenchromosomen durch Vereinigung 
freier Chromatiden (oder deren polytanisierter Derivate) entstanden 
sind. In beiden Fallen ist in Stellen lockerer Biindelung des Chromosomen- 
materials der parallele Verlauf der oligoténen Fibrillen zu erkennen. 

Der Terminus sekunddre Riesenchromosomen gilt fiir polytaéne Chromo- 
somen, die aus Untereinheiten aufgebaut sind, die mehr oder weniger 
parallel zur gemeinsamen Langsachse verlaufen. Dabei ist es ohne Be- 
deutung, ob die Untereinheiten Chromatiden sind, oder ob sie, wie im 
vorliegenden Falle, von oligoténen Fibrillen gebildet werden, die wahr- 
scheinlich eine normale spiralige Anordnung ihrer Grundeinheiten ent- 
lang der eigenen Achse aufweisen (vgl. auch Brier 1959, S. 637). 
SchlieBlich bleibt es fiir die Bezeichnung als sekundares Riesen- 
chromosom belanglos, ob die Untereinheiten im Verlauf der Entwicklung 
vollkommen voneinander getrennt waren, was fiir die meisten der 
untersuchten Nahrzellen zutrifft, oder ob sie, wie in den wenigen In- 
zuchten mit starker Depression, nur durch eine voriibergehende Auf- 
lockerung unter Erhaltung des Polytaénverbandes die parallele Aus- 
richtung gewonnen haben. 

Die Darstellung des Feinbaues geht zunachst von durchgepaarten 
Chromosomenanordnungen aus, deren Kenntnis eine Voraussetzung 
dafiir ist, locker gebiindelte Chromosomen identifizieren und Frag- 
mente bestimmten Chromosomen zuordnen zu kénnen. Nach den voran- 
gegangenen quantitativen Untersuchungen verlaiuft die Entwicklung 
wahrend des NZK-Wachstums in der Regel in entgegengesetzter Rich- 
tung, d. h. vom locker gebiindelten zum polytanen Status. 

Die Streckung der NZK-Riesenchromosomen ist auch innerhalb 
eines Kernes so variabel, daB nach der Lange auBer dem kleinsten keines 
der Chromosomen mit Sicherheit bestimmt werden kann. Abb. 8 zeigt 
den gesamten Chromosomensatz in einem fiir die Verhaltnisse in den 
NZK gut gepaarten Zustand. Die Riesenchromosomen sind nach der 

Lange, die sie in diesem Praparat haben, durchnumeriert, der kiirzere 
Arm gilt als der linke. Das Erscheinungsbild des Querscheibenmusters 
der Chromosomen wechselt im Zusammenhang mit dem Paarungsgrad, 
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Abb. 8. Satz der sekundiiren Riesenchromosomen. Die Kinetochorenregion tritt als Auf- 

treibungszone hervor. Nukleolenbildung vor allem im 6. Chromosom. Numerierung nach 
der Chromosomenlinge, der kiirzere Arm gilt als der linke 
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Kontraktions- und wahrscheinlich auch dem Funktionszustand so stark, 
da8 es nur selten als verlaBliches Hilfsmittel der Unterscheidung dienen 
kann. Die Identifizierung stiitzt sich vor allem auf die Gestalt der 
Kinetochorenregion und die behelfsmaBige Einteilung auf das Vorkom- 
men von Blockheterochromatin. 

Als a- oder Blockheterochromatin werden alle Querbanden und 
-komplexe bezeichnet, die auch in aufgelockerten Chromosomen stark 
farbbar und kompakt bleiben. Eine scharfe Abgrenzung zwischen 
Euchromatin und Heterochromatin ist nicht méglich. Die Hetero- 
chromasie nimmt an vielen Stellen bis zu einer Phase zu, die mit dem 
Maximum der Paarungsintensitét zu Beginn der 4. Wachstumsstufe 
zusammenfallt (BreR 1959), um danach wieder abzunehmen. Als major 
heterochromatic region im Sinne von CoopER (1959) mit einer durch- 
gehenden Kondensation wahrend des Nahrzellwachstums ist nur die 
kompakte Halfte des 6. Chromosoms anzusehen. Ektopische Paarung 
kommt auch auBerhalb der Kinetochorenregion vor und bestatigt die 
Existenz interkalaren Heterochromatins. Die lockeren Auftreibungs- 
zonen, die sich an die Kinetochoren anschlieBen, werden mit HeErrz 
(1934) als 6-heterochromatisch bezeichnet. 


1. Beschreibung der Chromosomen 

Das 1.Chromosom ist submediokinetisch. Das Verhaltnis der 
Schenkellange schwankt zwischen 1:1,25 bis fast 1:2. Der linke Arm 
wurde in Anlehnung an starker farbbare Querscheibenkomplexe in 
4 Akschnitte unterteilt, wobei die Abschnittsgrenzen b/c und c/d be- 
sonders im locker gepaarten Zustand als Einschniirung leicht aufzu- 
finden sind. Dies gilt auch fir e/f und f/g im rechten Arm. Die Ab- 
schnittsgrenze d/e bezeichnet den Kinetochor (Abb. 9). Im distalen 
Drittel des Abschnitts g kann sich ein Balbianiring entwickeln. Er war 
in etwa 1/; der Praparate enthalten. Wegen der nur in geringer Zahl 
gefundenen gepaarten Chromosomenkonfigurationen kann nicht ent- 
schieden werden, ob die Ausbildung des Balbianiringes nur kurzfristig 
erfolgt, wie es fiir einen Teil der Puffs in der Drosophila-Speicheldriise 
von BECKER (1959) nachgewiesen wurde und ob sie von der Lage der 
Kerne im Nahrfach abhangig ist. 

Nach BEERMANN (1952) ist die typische Form maximal entwickelter 
Balbiani-Ringe mit einer gegenseitigen Verschrankung der sich immer 
feiner aufspaltenden Chromosomenaste auf den Verlauf der Chromatiden 
zurickzufiihren, die im (primaren) Polytaénchromosom in hierarchischer 
Folge umeinandergewunden sind. Mit dieser Vorstellung stimmt die 
andersartige Gestaltung dieser Modifikationszonen in den sekundaren 
Riesenchromosomen iiberein. Die Aufreiserung des Chromosomen- 
kérpers endet bei den oligotanen Fibrillen, eine gegenseitige Verschran- 
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Abb. 9. Chromosom 1, der rechte Schenkel ist als Doppelstrang ausgebildet. Zur besseren 
Darstellung des Partnerwechsels oligotiiner Fibrillen ist der Abschnitt f im tiefer gelegenen 
optischen Schnitt nochmals wiedergegeben 





Abb. 10. Chromosom 1, Abschnitt f/g mit entwickelten Balbianiringen, Erliuterungen 
im Text 
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kung der Chromosomenaste fehlt auch in den fortgeschrittenen Stadien 
und der Abschnitt 1g verlangert sich bei der Ausbildung eines Balbiani- 
Ringes betrachtlich (Abb. 10). 

Der rechte Arm von | liegt relativ oft als Doppelstrang vor. Dabei 
wechseln Teilstrange von einem Hauptstrang zum anderen. Daraus 
kann geschlossen werden, daB die Paarung der oligotaénen Fibrillen 
von mehreren Kontaktpunkten ausgeht und ihre Lagebeziehung fiir die 
Aufnahme in einen Teilstrang entscheidend ist (Abb. 9). 

Das 2. Chromosom hat Schenkel mit einem Langenverhialtnis von 
1:1,6 (Abb. 11)-bis 1:3,2 (Abb. 8). Der linke Arm zeichnet sich durch 





Abb. 11. Chromosom 2 mit locker gepaartem und stark verkiirztem rechten Arm 


eine groBe Tendenz zu intensiver Paarung, verbunden mit Ausbildung 
eines distinkten Querscheibenmusters aus (vgl. S. 354). Streckungsgrad, 
Paarungsintensitét und Klarheit des Querscheibenmusters nehmen im 
gleichen Sinn zu. Der rechte Arm ist seltener durchgepaart; er kann 
durch eine leicht heterochromatische Zone in die Abschnitte e und f 
unterteilt werden (Abb. 12). Zu beiden Seiten dieser Grenzzone schlieBen 
sich Regionen an, die in ahnlicher Weise wie das 8-Heterochromatin der 
proximalen Abschnitte strukturiert und auch im locker gebiindelten 
Zustand wahrzunehmen sind (Abb. 13). 


Hine sich intensiv anfirbende Querbande (sie bildet das linke Ende 
des Abschnittes d) ist die auffalligste Struktur des linken Armes. Sie 
ragt entgegen dem typischen Verhalten des Heterochromatins seitlich 
aus dem Chromosomenkérper heraus (Abb. 12). Es kénnte sich um 
einen Ort tiberschiissiger, auBerhalb der Reproduktionsrate erfolgender 
DNS-Synthese handeln, wie sie in Speicheldriisenchromosomen von 
RvUDKIN und CoRLETTE (1957) und SticH und Naytor (1958) mit quan- 
titativer Methodik nachgewiesen wurden. Dieser Eindruck wird ver- 
starkt durch die weitgehende Riickbildung der Heterochromasie waihrend 
der letzten Wachstumsphase der NZK (Abb. 14). 





oe 
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Abb. 12. Chromosom 2 in durchgepaartem Zustand. Die B-heterochromatische Modifikation 
ist auf einen Teil des Abschnitts d beschriinkt 








Der f-heterochromatische Zustand der proximalen Regionen kann 
unterschiedlich weit auf die Chromosomenschenkel iibergreifen. Vielfach 
Chromosoma (Berl.), Bd. 11 24 
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reicht er bis zur Abschnittsgrenze c/d. Je kiirzer die B-heterochromatische 
Zone ist, desto mehr Querbanden werden sichtbar. Im Chromosom der 
Abb. 12 befindet sich ein Teil des Abschnittsd im durchgepaarten, 
euchromatischen Zustand, der mit einer Langenzunahme verbunden ist. 
Die Auftreibungszonen enthalten demnach eine gréBere Zah] von Quer- 
banden. Das £-Heterochromatin ist diffus feulgenpositiv. In der ersten 
Halfte der 4. (letzten) Wachstumsstufe, wenn die Affinitét der Homo- 
logen ihren Gipfelpunkt iiberschritten hat, bildet sich die Auftreibungs- 





Abb. 14. Fragment des 2. Chromosoms aus einem alten NZK, kurz vor der Degeneration 
des Nahrfachs. Nukleolarmaterial punktiert umrissen 

zone regelmaBig bis auf kleine Reste von $-Heterochromatin in der un- 

mittelbaren Nachbarschaft des Kinetochors zuriick, wobei oligoténe 

Fibrillen frei werden!. Gleichzeitig verwischt sich unter exzessiver 

Bildung von Nukleolarmaterial das Querscheibenmuster im distalen 

Bereich des Chromosoms (Abb. 14). 

Die Nahrzellchromosomen neigen gegen Ende des Wachstums neben 
der erneuten Auflockerung des Polyténverbandes auch zur Fragmen- 
tierung quer zur Langsachse. Eine Trennungsstelle liegt an der Ab- 
schnittsgrenze a/b, die andere entwickelt sich in der Mitte von c innerhalb 
einer zunachst einheitlich erscheinenden, maBig angefarbten Querbande. 
(Abb. 12). Breurr und Pavan (1955) und Wo tF (1957) haben Bruch- 
stellen im interkalaren Heterochromatin von Speicheldriisenchromo- 

_somen. beschrieben. 


1 Die von Brier (1958) dargestellten blumenstrauBartigen Chromosomenfrag- 
mente (Abb. 11 und 12) sind mit 2c, d, bzw. dem gesamten linken Schenkel des 
2. Chromosoms auf fortgeschrittenen Wachstumsstadien identisch; Abb. 14 zeigt 
«- und f-Heterochromatin und eine anschlieBende oligotine Fibrille aus 2d. 
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Das 3.Chromosom hebt sich deutlich aus dem Chromosomensatz 
heraus. Im linken Arm fallt eine ziemlich konstante Schwellungszone (b) 
und dann die proximale Region d auf, die nicht die tibliche f-hetero- 
chromatische Struktur aufweist, sondern aus kompaktem Heterochro- 


IF ee 





Abb. 15. Chromosom 2, 3 und 4in maéBig gut gepaartem Zustand 


matin besteht (Abb. 8, 15). Dadurch wird die Kinetochorenregion aus- 
gesprochen asymmetrisch, denn im rechten Arm ist £-Heterochromatin 
stark entwickelt und kann sich verschieden weit in distaler Richtung 
ausbreiten. Im Zentrum der zwiebelf6rmigen -Auftreibungszone liegt 
ein «-heterochromatischer Bezirk, der in Seitenansicht meist von dem 
sich vorw6lbenden f-Heterochromatin verdeckt wird. Zwischen diesem 
«-Heterochromatin und dem des linken Armes befindet sich eine sehr 
diinne, strangfoérmige Verbindung, die bei der Praparation leicht 
24* 
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abreiBt. Der Kinetochor hat in den 5 groBen Chromosomen (im 6. ist er 
im polytaénen Zustand nicht zu finden) eine tibereinstimmende Struktur: 
Eine sich wenig anfarbende innere Region wird auf beiden Seiten von 
a-Heterochromatin eingefaBt. Es enthalt vermutlich die Kinetomeren, 
die vor allem an pflanzlichen Chromosomen dargestellt worden sind 
(Lima-DE-Faria 1956 u.a.a.O.). An dieser symmetrischen Struktur 
setzen die in den Nahrzellen wahrend eines groBen Teils der Wachstums- 
periode im proximalen Bereich in individueller Weise f-heterochromatisch 





Abb. 16. Kinetochor in einem Teilbiindel von Chromosom 3. Die helle innere Zone wird 
beidseitig von «-Heterochromatin eingefaBt, an das sich im linken Arm weitere 
a-heterochromatische Komplexe, rechts £-Heterochromatin anschlieBt 


modifizierten Chromosomenschenkel an. An einzelnen Gruppen oligo- 
taner Fibrillen ist dieser Aufbau der Kinetochorenregion deutlich zu 
erkennen (Abb. 16, vgl. auch Brrr 1958, Abb. 13). 

Die innere Zone des Kinetochors ist nicht nur im 3., sondern in 
jedem der 5 groBen Chromosomen eine Stelle, die bei der Préparation 
leicht reiBt. Der verminderte Langszusammenhalt wird aber in den 
anderen Chromosomen durch die Fusionstendenz des «- und £-Hetero- 
chromatins tiberdeckt. Nach Riickbildung der Heterochromasie in der 
4. Wachstumsstufe ist der Kinetochor in allen Chromosomen (auBer dem 
6.) bevorzugte Bruchstelle. Wahrscheinlich wird unter den Bedingungen, 
die im Nahrfach herrschen, die Reproduktionsrate in der inneren Zone 
herabgesetzt. Nach ihrem geringen Durchmesser zu urteilen, kénnte die 
Reduplikation im Kinetochor sogar vom Beginn der f-heterochroma- 
tischen Modifizierung an ausbleiben. 

Der rechte Schenkel von 3 wird durch zwei Einschniirungszonen in 
die Abschnitte e, f und g gegliedert. An seinem distalen Ende befindet 
sich ein massiver heterochromatischer Komplex, der schon in den pri- 
maren Polytaéinchromosomen zu erkennen ist. Distal davon erscheint 








camer ene aes. 
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noch ein Saum euchromatischen Materials. Auf Grund dieser morpho- 
logischen Eigentiimlichkeiten ist das 3. Chromosom auch noch im weit- 
gehend aufgelockerten Zustand aufzufinden (Abb. 19). Soweit sich 
erkennen laBt ist die Ausbildung von Strukturmodifikationen unabhangig 
davon, ob freie oligotdne Fibrillen vorhanden sind, oder ob sie zu hochpoly- 
ttinen Chromosomenkorpern vereinigt sind. In den einzelnen oligotanen 
Fibrillen zeichnen sich Strukturmodifikationen vielfach klarer ab als 
in den sekundaren Riesenchromosomen (Abb. 17 und 18). 
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verlaufenden oligotiinen Fibrillen, die in g einen kleinen Puff enthalten 


Der Langszusammenhalt im dritten Chromosom ist neben dem 
Kinetochor vor allem auch distal der Abschnittsgrenze //g beeintrachtigt 
(Pfeil in Abb. 15). Das Fragment von 3g wurde wegen des in.ihm ent- 
haltenen Heterochromatinblockes bei der ersten Beschreibung sekun- 
direr Riesenchromosomen (BrER 1957) mit dem kleinen 6. Chromosom 
verwechselt, das damals im AnschluB an KEUNEKE als X-Chromosom 
bezeichnet wurde. 

Das 4. Chromosom unterscheidet sich von den annahernd gleich 
langen Chromosomen 2 und 3 durch das Fehlen auffalligen interkalaren 
Heterochromatins, die ziemlich mediane Lage der Kinetochorenregion 
und vor allem durch deren spezifische Form (Abb. 20). Meist ist der 
B-heterochromatische Bezirk auf beiden Seiten des Kinetochors scharf 
von den nicht-modifizierten Armteilen abgesetzt. Die Schwellungszone 
des rechten Armes ist ausgepragter als die des linken. Das «-Hetero- 
chromatin und die diinne mittlere Zone des Kinetochors werden vom 
f-Heterochromatin meist ganz verdeckt. Der linke Arm beginnt distal 
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Abb. 19. In Ubergangsstadien zwischen retikulirer und gebiindelter Kernstruktur ist das 

3. Chromosom an seinem subterminalen Heterochromatin (sH), dem a-Heterochromatin 

der rechten Seite des Kinetochors («) und dem proximalen Heterochromatin im linken 
Arm. (pH) zu erkennen 


mit einer schwach angefarbten, oft leicht aufgetriebenen Zone. Danach 
verjiingt sich das Chromosom in zwei intensiv farbbaren Querscheiben- 
komplexen, zwischen die die Markierung a/b gelegt wurde, b/c befindet 
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sich zwischen 2 Komplexen diffusen Heterochromatins, Abschnitt e be- 
ginnt zwischen zwei rundlichen Auftreibungen des rechten Arms; und 
fiir e/f wurde ein kleiner, ziemlich konstant ausgebildeter Puff heran- 





Abb. 21. Chromosom 5 aus einem ilteren NZK 


gezogen, der auch nach seiner Reduzierung noch als unregelmaBig ge- 
paarte Zone kenntlich ist (Abb. 15). 

Das 5.Chromosom wird in seiner Gestalt von der voluminésen Kineto- 
chorenregion beherrscht. Das «-Heterochromatin des Kinetochors (d/e) 
liegt nicht genau in der Mitte der Schwellungszone. Die linke Halfte 
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enthalt etwas mehr f-Heterochromatin. Die Arme sind annahernd gleich 
lang, links folgen in relativ kurzem Abstand 3 starker firbbare Ein- 
schniirungen aufeinander, von denen die beiden adufBeren die Grenze 
a/b und b/c bilden. Am Beginn der Schwellungszone liegt wiederum ein 
starker farbbarer Komplex (c/d), der gelegentlich mit in das B-Hetero- 
chromatin einbezogen sein kann. Im rechten Arm schlieBt sich an die 
Schwellungszone eine relativ gut gepaarte Partie mit staérkeren Quer- 
banden an, die mit einer Einschniirung (e/f) endet. Am Beginn des 





Abb. 22. Chromosom 5 aus einem Niihrfach mittlerer GréBe mit hohem Streckungs- 
und Paarungsgrad 


distalen Drittels befindet sich eine tiber mehrere Querscheiben hinweg- 
greifende, puffartige Aufblahung, deren Mitte als Grenze zum letzten 
Abschnitt g dient (Abb. 21). In Chromosomen aus kleineren NZK ist sie 
nur angedeutet (Abb. 22). 

Das 6. Chromosom hat auch im retikuliren NZK verbundene Homo- 
loge. Sie werden von einem groBen Endochromozentrum zusammen- 
gehalten, das von oligotanen Fibrillen radiaér umgeben wird, die aus dem 
friiher negativ heteropyknotischen Chromosomenteil hervorgegangen 
sind (Abb. 23). Es erinnert an das kleine, kugelf6rmige V. Chromosom 
von Prodiamesa olivacea, das ebenfalls in seiner Mitte «-Heterochromatin 
enthalt (BAUER 1936). 

In NZK mit Polytanchromosomen ist das 6. weniger gut gepaart als 
die anderen Chromosomen. f-Heterochromatin ist im 6. Chromosom 
nicht zu finden. In Analogie zu den Verhiltnissen im 3. Chromosom 
wird aie Auftreibung proximaler Abschnitte wahrscheinlich durch 
«-Heterochromatin unterbunden, das an den Kinetochor grenzt. Er 
miiBte demnach im «-heterochromatischen Teil des Chromosoms liegen. 

Dieser Abschnitt steckt auf fortgeschrittenen Wachstumsstadien in 
einem groBen Nucleolus (Abb. 24), dessen Volumen das der anderen 
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Nucleoli, die von verschiedenen Loci der fiinf groBen Chromosomen 
gebildet werden, iibertrifft. Von dem Nucleolus des 6. Chromosoms 
schniiren sich Tochter- 
nucleolen ab, die oft 
Teilstrange des Chro- 
mosoms und/oder sehr 
fein verteilte feulgen- 
positive Substanz mit- 
nehmen k6énnen. (Die 
Anfarbung im K.E.- 
O.M.-Praparat ist ent- 
sprechend, s. Abbil- 
dung 8.) 


2. Regionen erhéhter 

Paarungshéufigkeit 
Die hochpolytanen 
Chromosomenabschnitte 
mit Querscheibenmuster 





. : . Abb. 23. Retikuléirer NZK mit 6. Chromosom (->) als 
in den herangewachse- Endochromozentrum und radiiir abgehenden 


nen NZK kommen iiber- oligotinen Fibrillen 
wiegend durch Paarung 
zustande, nurausnahms- 
weise (vor allem in 
bestimmten Gelegen mit 
Inzucht-Depressionser- 
scheinungen) bleiben die 
primaren Polytanchro- 
mosomen wahrend des 
weiteren NZK-Wachs- 
tums erhalten. Nach 
den Ergebnissen der vor- 
angegangenen quantita- 
tiven Untersuchungen 
(BreR 1959) gilt die 
Beziehung: Je selte- : 
ner die Riesenchromo- Ben ll 
somen in den ~heran- Abb. 24. 6.Chromosom aus alterem NZK in relativ gut 
gepaartem Zustand mit Nukleolus 

gewachsenen NZK eines 
Ovars sind, desto wahrscheinlicher ist ihre Entstehung aus vorher 
freien oligotanen Fibrillen. 

In den Gelegen mit einem Gehalt von 0—10% nichtretikuléren 
Kernen sind gepaarte Chromosomenabschnitte (als solche gelten hoch- 
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polytine Chromosomenkorper mit einer Folge von mindestens 3 Quer- 
banden) auBerordentlich selten. Sie enthalten, nach dem Vergleich 
mit Riesenchromosomen aus NZK mit durchgepaartem Chromosomen- 
material zu urteilen, meist nur einen Teil der homologen oligotaénen 
Fibrillen. Eine Identifizierung solcher Abschnitte war in keinem Fall 
méglich, obwohl sie ein klares Querscheibenmuster zeigen. Auffallige 


heterochromatische Strukturen waren in ihnen nicht zu finden. 


Tabelle. Paarungshiufigkeit unbe- 
stimmter Abschnitte der 5 groBen Chro- 
mosomen, des Abschnittes b von Chro- 
mosom 2 und des subterminalen Hetero- 
chromatinkomplexes im Abschnitt g des 
3. Chromosoms in zwet Nachkommen- 
schaften mittleren Paarungsgrades. 
(Auswertung von 8 Ovarien) 


Auch in den Gelegen mit 11—80% 
nichtretikularen Kernen entstehen 
gepaarte Abschnitte grdBtenteils 
durch Zusammenschlu8 oligotaner 
Fibrillen. Aus zwei Gelegen mit nur 
30% nichtretikularer NZK wurden 
8 Ovarien der 2. und 3. Wachstums- 
stufe quantitativ ausgewertet, wo- 





durch praktisch die Gewahr gegeben 

















a+b+d a b c | d 
Ea ist, daB die gepaarten Chromosomen- 
- “ 5 Be abschnitte keine Relikte der prima- 
35 27 8 6 sak ren Polytanchromosomen darstellen. 
18 14 4 3 — Im Chromosom 206 befinden sich 
4 = s . 1 drei starker farbbare Querscheiben- 
26 16 10 3 ee aggregate, in denen sich die oligo- 
27_|_ 20 7 5 = ténen Fibrillen sehr oft zu einem 
208 | 144 63 | 26 1 hochpolytiénen Chromosomenkérper 





a+6-+d = Summe der gepaarten vereinigen (vgl. Abb. 11 und 12). 
Abschnitte — a = eee Ab- Jn proximaler Richtung folgt in 
echnitte—b — Abschnitt26—c =sub- geringem Abstand bei c/d eine 


terminales «-Heterochromatin in 3g— : 

d =c mit proximal anschlieBendem starke, heterochromatische Quer- 

Abschnitt 3g in gepaartem Zustand bande, an der die Ausdehnung 
des 6-Heterochromatins meist zum 


Stillstand kommt. Das Muster der Querbanden, verbunden mit der 
Lage der Auftreibungszone um den Kinetochor ermdéglicht das Er- 
kennen dieser Region, auch wenn nur ein kurzer Abschnitt gepaart 
ist. Ahnlich auffallig ist der rechte Arm des 3. Chromosoms markiert, 
wenn sich das subterminale Heterochromatin zu einer Querscheibe 
zusammenschlieBt (vgl. Abb. 17 und 18). In den itibrigen Chromo- 
somen st6Bt die Identifikation auch in den starker gepaarten NZK 
auf Schwierigkeiten. Das Chromosom 6 wurde nicht gewertet. Die 
hinsichtlich ihrer Zugehdrigkeit zu bestimmten Chromosomen nicht- 
identifizierten Abschnitte sind mit Sicherheit gr6éBtenteils nicht iden- 
tisch (Tabelle). 

Im Verhiltnis zu ihrem geringen Anteil an der Lange des Chromo- 
somensatzes sind die Abschnitte 2b und das Heterochromatin in 3g 
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gegeniiber den anderen Chromosomenpartien viel zu oft gepaart. In 
Ubereinstimmung mit Kunze (1953), die den ZusammenschluB von 
Doppelstringen zu ,,haploiden‘‘ Riesenchromosomen untersuchte, kann 
festgestellt werden, daB die Paarung nicht zufallig tiber die Lange der 
Chromosomen verteilt ist. 

In 3g sind die proximal an den heterochromatischen Komplex an- 
schlieBenden Chromosomenpartien nur in durchschnittlichem (vielleicht 
auch unterdurchschnittlichem) MaBe gepaart (Tabelle 1, d). Die Existenz 
eines Kontaktpunktes reicht in diesem Fall nicht aus, die zu erwartende 
verstarkte Paarung des anschlieBenden Chromosomenbereiches herbei- 
zufiihren. Die oligotanen Fibrillen sind in 3g mehrfach strukturmodi- 
fiziert, im locker gebiindelten Zustand divergieren sie proximal vom 
Heterochromatinkomplex. Hs gibt demnach Regionen, in denen, letztlich 
im Zusammenhang mit ihrem Funktionszustand, die Affinitét der Homo- 
logen herabgeset-t ist. Uber die Ursache der tiberdurchschnittlichen 
Paarungshaufigkeit in 2b lassen sich keine bestimmten Vorstellungen 
machen. Ob das Fehlen von stérenden Strukturmodifikationen in 
diesem Abschnitt oder in dessen Nachbarschaft als Ursache ausreicht, 
muB dahingestellt bleiben. 


V. Beobachtungen an den NZK-Chromosomen von Lucilia caesar 


Der Karyotyp von Calliphora und Lucilia weist weitgehende Uber- 
einstimmung auf. Beide Arten besitzen haploid 5 groBe und cin kleineres, 
partiell heterochromatisches Chromosom. Das Verhalten der Chromo- 
somen in den Nahrzellen stimmt prinzipiell iiberein. Die Vorgange in 
den NZK von Lucilia erginzen jedoch durch kleine Abweichungen die 
Befunde an Calliphora. Wahrend bei dieser Art die Auflésung des 
Polytanverbandes in der Regel bis zur Endometaphase des 16/32 n- 
Zyklus bereits vollzogen ist, verzégert sie sich bei Lucilia (nach den bei 
21°C durchgefiihrten Untersuchungen) fast regelmaBig bis in die Endo- 
anaphase. Die Homologen durchlaufen die Phase starkster Kontraktion 
in gebiindeltem Zustand. In ‘den sich stark anfarbenden Metaphase- 
chromosomen tritt der Kinetochor als ein heller Streifen hervor. Eines 
der Chromosomen besitzt eine sekundiére Einschniirung (Abb. 25). 

Das kleinste Chromosom weicht noch auffalliger als bei Calliphora 
von den iibrigen ab. Es lockert sich bereits partiell auf, wahrend die 
5 groBen Chromosomen sich unter Riickbildung ihres Querscheiben- 
musters zu kontrahieren beginnen. Es besteht aus einem positiv und 
einem negativ heteropyknotischen Teil. Der positiv heteropyknotische 
Teil bildet sich wie bei Calliphora zu einem Endochromozentrum um, 
in dem die Homologen verbunden bleiben. Innerhalb des negativ hetero- 
pyknotischen Abschnitts und vor allem in dessen distalem Bereich ist 
bei Lucilia nochmals positiv heteropyknotisches Material eingeschaltet. 
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Das dem Kompaktheterochromatin gegeniiberliegende Chromosomen- 
ende bildet kein Endochromozentrum, sondern seine Langselemente 
streben auseinander, wobei 
sie durch ihre Chromozen- 
tren markiert sind (Abb.26). 
Der Wert dieser Demon- 
stration des polytanen 
Baus, die regelmaBig auf- 
tritt und nicht so rasch 
ablauft wie die Endoana- 
phase der Zerfallszyklen., 
wird gemindert durch dic 
unterschiedlich starke Nei- 
gung des Heterochroma- 
tins zu verkleben. Wie die 
herangewachsenen NZK 
zeigen (Abb. 27) sind in 
dem negativ heteropykno- 
Abb. 25. Primiire Polytiinchromosomen von Lucilia tischen Abschnitt mehrere 
caesar in endometaphasischer Kontraktion. Das positiv heteropyknotische 
kleinste Chromesom (links unten) ist teils negativ, . 
teils positiv heteropyknotisch Querscheiben oder Quer- 
: scheibenaggregate _hinter- 
einander eingebaut. Wenn sie frei werden, iibertrifft die Zahl der 
Chromozentren die der unsichtbaren Langselemente; verkleben homo- 








Abb. 26. Zwei NZK von Lucilia mit primiren Polytinchromosomen unterschiedlichen Kon- 
traktionszustandes. Im kleinsten Chromosom sind die an den negativ heteropyknotischen 
Abschnitt anschlieBenden Chromozentren frei geworden 


Abb. 27. Das kleinste Chromosom von Lucilia in einem herangewachsenen NZK. In den 
Léngselementen sind mehrere Heterochromatinkomplexe hintereinander angeordnet 


loge Heterochromatinkomplexe miteinander, so fallt der aus der 
Zahl der Chromozentren ermittelte Polyploidiegrad zu niedrig aus. 
Nicht nur nach der wechselnden Anzahl, sondern auch nach der unter- 
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schiedlichen Form und Grdé8e der frei werdenden Chromozentren zu 
schlieBen, kommen beide Méglichkeiten vor. Anzahlen um 16 sind haufig 
und sprechen dafiir, daB in der Regel ein Sammelchromozentrum je 
Langselement frei wird. 

Das 6. Chromosom behilt die bei der Auflésung der primaren Poly- 
tanchromosomen erreichte Form wahrend des weiteren Kernwachstums 
bei. In den alten NZK sind die Langselemente des negativ hetero- 
pyknotischen Teils sichtbar. Die Abkémmlinge der 5 groBen Chromo- 
somen bilden als oligotane Fibrillen ein unregelmaBiges Kerngeriist. 
Sekundare Riesenchromosomen wurden in den 23 untersuchten Eier- 
stécken mit herangewachsenen Nahrfachern nicht gefunden. 


VI. Erérterungen 
1. Zur Polyténiehypothese 
Der Strukturwandel der Chromosomen in den Nahrzellkernen von 
Calliphora stellt zwischen den Vorgaingen endomitotischer Chromosomen- 
vermehrung und dem Wachstum der Riesenchromosomen engste Be- 
ziehungen her und bestatigt somit die Polytaniehypothese in ihrer ur- 
spriinglichen Form. Davon abweichende Ansichten tiber Struktur und 


. Entwicklung der Riesenchromosomen sind von BAUER und BEERMANN 


(1952) eingehend kritisiert worden und brauchen deshalb nicht nochmals 
besprochen zu werden. Seitdem sind erneut Verdéffentlichungen zu 
diesem Problem erschienen. Sie stiitzen die Polytaniehypothese durch 
die Analyse des Entwicklungsganges (BEERMANN 1952), durch Dar- 
stellung von Fibrillenstrangen wahrend und nach der Riickbildung der 
Balbianiringe (MECHELKE 1953) und durch elektronenoptischen Nach- 
weis der Einzelfribillen im Balbianiring (BEERMANN und Baur 1954). 
Weitere Bestatigungen bilden die mit mikrospektrophotometrischer 
Methodik ermittelten Verdopplungsreihen des DNS-Gehaltes von 
Speicheldriisenkernen zunehmender Gré8e (Swirr und Rascu 1953) 
und die nach friiheren, vergeblichen elektronenmikroskopischen Ver- 
suchen (z.B. Borysko 1953) nunmehr befriedigende Darstellung der 
Langselemente kompakter Riesenchromosomen (Gay 1956). Kgy1 (1958) 
erzielte durch Réntgenbestrahlung von Chironomidenembryonen und 
-larven Partialbriiche der Riesenchromosomen, deren Durchmesser sich 
mit zunehmendem Bestrahlungsalter fortlaufend verringert, ein Ergebnis, 
das ebenfalls nur durch die sich wiederholende Reduplikation der Langs- 
elemente sinnvoll erklart werden kann. 

Trotzdem wurden das Endomitoseprinzip negierende Vorstellungen, 
die das Wachstum der Riesenchromosomen auf Anlagerungsprozesse an 
sehr wenige oder schon im Mitosechromosom zahlreich vorhandene 
Langseinheiten zuriickfiihren wollen, auch in neuerer Zeit als ebenbirtige 
Erklarungsméglichkeiten diskutiert. So kommt Swanson (1957, S. 147) 











358 KARLHEINZ BIER: 


zu dem SchluB: ‘“‘.... and for this reason it would appear inadvisable 
to adopt wholeheartedly the term ‘polytene chromosome’ for structures 
which, in terms of number of chromonemata, may be no more subdivided 
than ordinary mitotic or meiotic chromosomes.” Deshalb ist es an- 
gebracht, die Vorgange in den NZK von Calliphora als unmittelbare 
Beweise der Polytaniehypothese herauszustellen. 

Der Zerfall der kleinen Polytanchromosomen in Chromatidenpaare, 
der in den NZK verschiedener Kalyptraten vorkommt, wurde von 
BAvER bereits 1938 beschrieben und als Beweis der Polytainiehypothese 
gewertet. Wenn trotzdem immer wieder andersartige Anschauungen 
iiber das Wachstum der Riesenchromosomen vertreten wurden, so mag 
das vielleicht darauf zuriickzufiihren sein, da8B die primaren Polytan- 
‘chromosomen in den NZK nicht den charakteristischen Typ eines 
Riesenchromosoms reprasentieren. Ihnen mangelt ein klares Quer- 
scheibenmuster, und in der GréBenordnung entsprechen sie eher den 
Mitosechromosomen groBchromosomiger Bliitenpflanzen als den Speichel- 
driisenchromosomen. Bei Calliphora konnen nun die primaren Polytan- 
chromosomen nach mehr oder weniger starker Unterdriickung der 
Auflésungserscheinungen zu ,,Riesen“‘chromosomen mit differenziertem | 
Querscheibenmuster heranwachsen. Demnach sind die primdren Poly- 
tinchromosomen Jugendstadien typischer Riesenchromosomen, und es ist 
der Beweis erbracht, da sie aus einer Anzahl von Langselementen be- 
stehen, die dem Kernvolumen unter Zugrundelegung des Wachstums- 
faktors 2 je Polyploidiestufe annahernd entspricht. Diese Langselemente 
sind zu typischem endomitotischem Formwechsel befahigt, der durch 
genotypische und duBere Faktoren mittelbar oder unmittelbar beein- 
fluBt wird. Das wurde fiir das 32 n-Stadium von Calliphora gezeigt 
und es gibt keine stichhaltigen Argumente, denen zufolge das Prinzip 
endomitotischer Reduplikation vollwertiger Chromatiden seine Giiltig- 
keit auf spaiteren Wachstumsstufen verlieren kénnte, auch wenn der 
Zusammenhalt der Langselemente im herangewachsenen NZK in Form 
oligotaner Fibrillen gewahrt bleibt. 

Die an Calliphora erhobenen Befunde stellen keinen Sonderfall dar, 
der auf eine Art oder ein bestimmtes Gewebe begrenzt ist. Der in der 
“supergiant cell” von Lestodiplosis von WuitE (1946) beschriebene 
polyploide Satz von Polytaénchromosomen beweist, daB auch in Speichel- 
driisenzellen ein Wechsel von freier und polytaén-endomitotischer 
Chromosomenvermehrung vorkommen kann. 

Durch die Fahigkeit der aus den Polytaénchromosomen von Calli- 
phora frei werdenden Chromatiden zu endomitotischer Kontraktion 
werden auch die prinzipiell schwieriger zu entkraftenden Spekulationen 
hinfallig, sofern man sie nicht bereits durch den Nachweis schrittweiser 
Verdoppelung des DNS-Gehaltes der Polytainkerne als widerlegt be- 
trachtet, die den fibrilléren Aufbau der Riesenchromosomen nicht leug- 
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nen, das Wachstum aber durch Hinlagerung von besonderen Zwischen- 
substanzen oder Stoffwechselprodukten (DARLINGTON 1950) in das 
bereits multifibrillare Mitosechromosom erkléren wollen. Wenn man 
diese Vorstellung. konsequent weiterfiihrt, erweist sich sofort ihre Un- 
haltbarkeit. Die im 16/32-Zyklus aus den primaren Polytaénchromo- 
somen frei werdenden Chromatiden, die in der GréBe etwa dem Mitose- 
chromosom entsprechen, dirften dann nur den 16. Teil der Langs- 
elemente eines Mitosechromosoms enthalten und diese Bruchstiicke 
miBten doch noch, zu 15/16 mit der dem Mitosechromosom fremden 
Zwischensubstanz oder Stoffwechselprodukten belastet, zu normaler 
endomitotischer Kontraktion befahigt sein. 

Den zweiten unmittelbaren und eindrucksvollsten Beweis der Poly- 
tiniehypothese liefert der ZusammenschluB der oligotdinen Fibrillen, die 
sich von endometaphasischen Chromatidenpaaren ableiten, zu einheit- - 
lichen, hochpolytaénen Chromosomenkérpern, den Riesenchromosomen. 
Dieser ProzeB schlieBt jede andere Deutung des Dickenwachstums der 
Riesenchromosomen als durch endomitotische Vermehrung ihrer Langs- 
elemente aus. 


2. Streckung und Affinitaét der Homologen 

Auch zum Problem der Langenzunahme liefern die Untersuchungen 
an Calliphora einen Beitrag. Bei der unterschiedlichen Kontraktion der 
Polyténchromosomen in den NZK besteht eine deutliche, positive Be- 
ziehung zwischen dem Streckungsgrad und der Intensitaét der Paarung 
der Langselemente, wodurch die von CoorrrR (1938) entwickelten An- 
schauungen prinzipiell bestatigt werden, nach denen ein hoher Grad 
der Entspiralisierung eine Voraussetzung fiir die Paarung ist. Die oligo- 
tanen Fibrillen, deren Affinitaét so groB ist, daB es zu einer Wiederver- 
einigung getrennter Langselemente kommt, sind verglichen mit den 
primaren Polytanchromosomen, die einen ahnlichen Polytaniegrad auf- 
weisen, auBerordentlich gestreckt. Es miissen auferhalb der Chromo- 
somen gelegene Faktoren existieren, die deren Streckungsgrad in den Ge- 
weber bestimmen und damit iiber die Form der Polyploidisierung — freie 
Endomitose oder Polytanisierung — entscheiden. Diese Faktoren schei- 
nen (abgesehen von den Nahrzellen) innerhalb eines Gewebes relativ 
konstant zu sein und auf die Chromosomen einheitlich zu wirken (Aus- 
nahmen s. WHITE 1948, WoLF 1957). 

Die durch AuBenfaktoren bedingte Streckung der Polytanchromo- 
somen wird zeitweise durch Herabsetzung der Wachstumsgeschwindig- 
keit und der Temperatur begiinstigt (WoLF 1957, Brrr 1958). 

Dariiber hinaus zeigt das Verhalten der NZK-Chromosomen jedoch, 
daB die im Verlaufe der Polyploidisierung zunehmende Lange der Poly- 
tinchromosomen nicht auf Milieufaktoren beruht, sondern intrachromo- 
somale Ursachen hat. In Kernen gleicher GréBe sind die Chromosomen- 
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partien, in denen sich die oligotanen Fibrillen zu einem hochpolytainen 
Chromosomenké6rper mit prazisem Querscheibenmuster vereinigt haben, 
langer als entsprechende Abschnitte in gebiindeltem Zustand oder als 
einzelne oligoténe Fibrillen. Innerhalb eines Chromosoms verschiebt 
sich das Langenverhaltnis immer zugunsten des besser gepaarten 
Schenkels (vgl. Chromosom 2 in Abb. 8 und 11). Unter gletch- 
bleibenden AuBenbedingungen kommt es demnach mit zunehmender 
Polytanisierung von selbst zu einer fortlaufenden, reversiblen Streckung 
des Chromosomenkérpers. Uber die Grundlagen dieser intrachromoso- 
malen Automatik ist nichts bekannt. 


3. Polytinie und Polynemie 


In den NZK werden mit jeder starkeren Kontraktion der Polytin- 
chromosomen deren Chromatiden frei, nur heterochromatische Ab- 
schnitte weichen von dieser Regel ab. Es ist unwahrscheinlich, dab 
echte Polytanchromosomen als mitotische Bewegungseinheiten funk- 
tionieren kénnen. _Es gibt jedoch Chromosomen, die zwar normales 
mitotisches Verhalten zeigen, die aber nach ihrer GréBe, nach dem 
Volumen ihrer Kerne und nach dem DNS-Gehalt (im Vergleich mit 
anderen Geweben oder mit nahe verwandten Arten mit entsprechendem 
Karyotyp) als vielwertig angesehen werden miissen (DARLINGTON 1955, 
BESSERER 1956, HuaHes-ScHRADER und ScHRADER 1956). Zur Er- 
klarung dieser Erscheinung wird meist eine Vermehrung von Unterein- 
heiten angenommen, die bereits in gr6Berer Anzahl im Mitose- und Meiose 
chromosom vorhanden sein sollen, und deren hypothetische Vielwertig- 
keit wird wie bei den Dipteren als Polytanie bezeichnet1. Abgesehen 
von der Tatsache, daB die geforderten multiplen Langselemente immer 
zu mitotischen Bewegungseinheiten zusammengefaBt sind, spricht 
auch das anscheinend verstreute Vorkommen dieser vielwertigen Mitose- 
chromosomen im Pflanzen- und Tierreich gegen eine Wesensverwandt- 
schaft mit den auf die Dipteren beschrankten Polytaénchromosomen. 
Zur besseren Unterscheidung sollte im AnschluB an DaruineTon (1955) 
und TscHERMAK-Wokss (1957) zur Kennzeichnung des. multifibrilldren 
Baus mitotischer Bewegungseinheiten ausschlieBlich der Terminus ,, Poly- 
nemie‘‘ verwendet werden, wahrend der Ausdruck ,,Polyténie‘‘ allein 
den durch endomitotische Polyploidisierung entstandenen Chromosomen- 
kérpern, die aus zahlreichen Chromatiden bestehen, vorbehalten sein 
sollte. Die Terminologie befriedigt auch vom etymologischen Stand- 
punkt aus. Erst durch die Existenz (oder Annahme) polynemer Ein- 
heiten erhalt der tibergeordnete Begriff der Polytanie seine volle Berech- 
tigung. Die von Ga. (1958) gegebene Definition der Chromatide, die 
sich nur auf den DNS-Gehalt der Anaphasechromosomen der 2. Reife- 


1 BESSERER verwendet in Ubereinstimmung mit KiiHn (1955) den Ausdruck 
Polynemie auch im Sinne von Polytinie. 
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teilung bezieht, sollte vermieden werden, weil sie keine Unterscheidung 
zwischen Polynemie und Pclytanie gestattet, und damit ein wichtiges 
Problem hinsichtlich der Reduplikations- und Teilungsprozesse der 
Chromosomen verdeckt. Dariiber hinaus ist eine DNS-Synthese auBer- 
halb der Reduplikationsrate der Chromosomen verschiedentlich nach- 
gewiesen worden (BAYREUTHER 1956, RupKIN und CoRLETTE 1957, 
SticH und Naytor 1958) wodurch die Bedeutung des DNS-Gehalts 
als MaBstab der Wertigkeit herabgemindert wird. 


4. Kinetochoren 


Wahrend meistens der Kinetochor in den Polytaénchromosomen nicht 
mit Sicherheit bestimmt werden kann, ist die Identitét der feinen, 
strangartigen Verbindung in den auffalligen Auftreibungszonen mit den 
primaren Einschniirungen der Mitosechromosomen nicht nur durch die 
iibereinstimmende Lage, sondern auch durch die Ableitung von der 
wahrend der Kontraktion der primaren Polytaénchromosomen auf- 
tretenden hellen Zone, die der primaren Einschniirung entspricht, 
sichergestellt. Auch in den Speicheldriisenchromosomen kommen Auf- 
treibungszonen vor, die wahrscheinlich der Kinetochorenregion ent- 
sprechen (BavER 1935, RorurELs und Dunpar 1953, Keyu 1957, 
WotF 1957). Bei Calliphora gelang es nicht, aus Speicheldriisen, Darm- 
trakt oder MalpighigefaBen Praparate herzustellen, die eine Identifizie- 
rung der Chromosomen erméglichten, es kann jedoch ausgeschlossen 
werden, daB der kinetochorennahe Bereich in diesen Geweben in gleichem 
Ausma8 modifiziert ist wie in den Nahrzellen. In den NZK tritt diese 
Region erst hervor, wenn die primaren Polytanchromosomen verzégert 
aufgelést werden; und noch ehe das Nahrfach seine maximale GréBe 
erreicht hat, werden in dem vorher f-heterochromatischen, proximalen 
Bereich euchromatische oligotane Fibrillen sichtbar (vgl. Abb. 14). 
Demnach ist die Auftreibung im Kinetochorenbereich weder art- noch 
gewebespezifisch; wahrscheinlich reagieren bestimmte Loci auf extra- 
chromosomale Bedingungen, die auch in den Speicheldriisen (allerdings 
in geringerem Umfange als in den NZK) verwirklicht sein konnen. Der 
modifizierende Proze8 hat offensichtlich in der fadigen inneren Zone 
und/eder dem anschlieBenden «-Heterochromatin, das die Kinetomeren 
enthalten diirfte, seinen Ursprung. Die Auftreibung kann sich tiber 
eine mehr oder weniger groBe Folge von Querscheiben ausdehnen; 
interkalares «-Heterochromatin wirkt gegeniiber der sich in distaler 
Richtung ausbreitenden #-Heterochromatisierung als Barriere. Im 
Unterschied zu den von Lima-pz-Farta (1954, 1956) beschriebenen 
Gradienten pflanzlicher Chromosomen, die vom Kinetochor ausgehen, 
bestehen in den Polytanchromosomen keine Beziehungen zwischen 
Chromosomenlinge und Umfang der modifizierten Region; die Auf- 
treibungszone endet meist unvermittelt und umfaBt stets nur einen Teil 
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des Chromosoms. Die Auspragung der Schwellungszonen zahlt zu den 
reversiblen Veranderungen, denen die NZX-Chromosomen wahrend ihres 
Wachstums unterworfen sind. Sie steht aber mit einer allem Anschein 
nach irreversiblen Differenzierung im Kinetochor in Verbindung. Der 
geringe Durchmesser der fadigen Zone andert sich nicht, ob die Chromo- 
somen gebiindelt oder gepaart sind, ob das f-Heterochromatin machtig 
entwickelt oder kurz vor der Degeneration des Nahrfaches weitgehend 
reduziert ist. Wenn man fiir die innere Zone zwischen den Schenkeln 
eine besonders enge Paarung annimmt, miiBte sie sich im Verlauf der 
Polyploidisierung strecken (vgl. Wotr 1957). Dafiir liegen keine An- 
haltspunkte vor. Die wahrscheinlichste Erklarung fiir die Entstehung 
der Einschniirung bleibt ein Nachhinken der Reproduktion im inneren 
Kinetochorenbereich. Dies trifft vielleicht auch fiir das proximale 
«-Heterochromatin zu. Das AusmaB seines Wachstums ist allerdings 
schwerer zu beurteilen. 
Zusammenfassung 

Der Karyotyp von Calliphora erythrocephala wird nach Mitose- 
chromosomen und den Polytaénchromosomen der Nahrzellkerne be- 
schrieben. 

Die Polytaénchromosomen der Nahrzellen sind im Normalfall nur 
im 16 n-Stadium deutlich ausgepragt, um beim nachsten Endomitose- 
schritt in Chromatidenpaare zu zerfallen. Die endometaphasische Kon- 
traktion kann, wenn heterochromatische Briicken bestehen bleiben, nach 
Auflockerung auch im gebiindelten Zustand durchlaufen werden, wobei 
der Kinetochor als heller Streifen sichtbar wird. Die sekundaren Riesen- 
chromosomen héherer Polyploidiestufen leiten sich von solchen Chromo- 
somenbiindeln ab oder sind (in der Mehrzahl) durch Paarung von freien 
oligctiinen Fibrillen neu entstanden. Ihre Langselemente verlaufen 
mehr oder weniger parallel. 

Das Verhalten der Chromosomen in den Nahrzellkernen liefert zwei 
unmittelbare Beweise fiir die Richtigkeit der Polytaniehypothese: 

1. Die primaren Polytanchromosomen, die in der Regel in Chromatiden 
zerfallen, kbnnen Jugendstadien typischer Riesenchromosomen sein. 

2. Die Deszendenten endometaphasischer Chromatidenpaare kénnen 
sich zu sekundéren Riesenchromosomen zusammenschlieBen. 

Der Kinetochor erscheint in den Polytaénchromosomen herangewach- 
sener Nahrfacher als Einschniirung, an die auf beiden Seiten «-Hetero- 
chromatin grenzt, das von f-heterochromatischen Auftreibungszonen 
umgeben wird. Die f-heterochromatische Modifikation kann verschieden 
weit in den Chromosomenschenkel vordringen. 

Die Streckung der Chromosomen nimmt in Kernen gleicher GroBe 
mit dem Polyploidiegrad der Polytaénchromosomen zu. Bei ungleicher 
Paarung innerhalb eines Chromosoms verschiebt sich das Langenver- 
haltnis zugunsten des besser gepaarten Schenkels. 
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In unterschiedlicher Weise gepaarte Nahrzellchromosomen liefern 
keinen Anhaltspunkt dafiir, da8 der Polyploidiegrad der Polytanchromo- 
somen die Ausprigung von Strukturmodifikationen beeinfluBt. 

Der Paarungszustand ist nicht gleichmaBig iiber die Chromosomen- 
lange verteilt; es gibt Regionen mit erhéhter Paarungstendenz. 

Die primaren Polytanchromosomen von Lucilia caesar sind bei 21°C 
in der Endometaphase des 16/32 n-Zyklus noch gebiindelt. Von der 
Prophase dieses Endomitoseschrittes an werden im teilweise positiv, 
teilweise negativ heteropyknotischen kleinsten Chromosom im Mittel 
16 Chromozentren frei. 
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